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INTRODUCTION.
Cerebellar granule neurons provide a good model to study the molecular mechanisms 
involved in survival and differentiation, as the agents and signalling cascades are well 
characterized in these cells (Contestabile 2002). They can be maintained in culture in the 
presence of depolarizing potassium concentrations (25 mM), and under these conditions, they 
develop the morphological, electrophysiological and biochemical characteristics of mature 
neurons (Burgoyne et al. 1993). The removal of high potassium, which is mimicking neuronal 
activity, commits granule neurons to apoptotic cell death, and the signalling events in the 
apoptotic cascade are well characterized. 
Several survival agents are able to rescue granule neurons from low potassium-induced 
apoptosis, these being growth factors such as IGF-I and BDNF, and other trophic agents, like 
NMDA and cyclic AMP (D’Mello et al. 1993)  (D’Mello et al. 1997) (Zhang et al. 1998). All 
these factors are usually coupled to the PI3K (phosphatidyl-inositol-3-kinase)/Akt axis, this 
pathway being an important survival signalling route in neurons  (Pap and Cooper 1998) (Zhang 
et al. 1998), (Hetman et al. 1999). Interestingly, in the granule cell model, all these survival 
promoting factors have in common the inhibition of GSK3 (glycogen synthase kinase-3) activity, 
the mandatory downstream event in the PI3K/Akt signaling, GSK3 being a convergent point in 
the survival cascade (Miller et al. 1997; Lafon-Cazal et al. 2002) (Yamagishi et al. 2003; Chin et 
al. 2005). In addition, most of these neurotrophic factors are also coupled to the activation of the 
extracellular signal regulated kinases (ERK1/2), which belong to the mitogen activated protein 
kinase (MAPK) family, and these proteins are also associated to important functions related to 
survival, cell differentiation and proliferation or neuronal plasticity (Hetman and Gozdz 2004) 
(Hetman and Xia 2000) (Pearson et al. 2001) (Adams and Sweatt 2002).
 In the present Thesis, we raised the question whether, besides trophic factors, other 
extracellular signals could be coupled to GSK-3 and ERK-1/2 signalling, and function as 
potential survival signals displaying protective actions in cerebellar granule neurons against 
different pro-apoptotic stimuli. 
Among these signals, nucleotides are good candidates, as they act as important 
signalling molecules in both peripheral and central nervous system (CNS). Nucleotides exhibit 
neuroprotective actions because of the modulation of neurotransmitter release, and display 
survival responses after brain injury or in neurodegenerative disorders (Burnstock 2005) 
(Burnstock 2006) (Neary and Kang 2005). They cooperate with growth factors to trigger 
proliferation and differentiation in glial cells (Neary et al. 1999) and mediate specific actions, 
such as inflammatory responses (Di Virgilio 2005) (Kucher and Neary 2005), pain signalling 
and transmission regulation (Gerevich and Illes 2004) (Inoue et al. 2005) and the neural and 
SummarySummary
4
endothelial control of vascular tone (Erlinge 1998). 
The versatility of actions mediated by nucleotides is explained by the diversity of 
nucleotide receptors being expressed at the nervous system that are classified in two receptor 
families. The ionotropic P2X receptors are ligand-operated channels formed by the assembly 
of several subunits (P2X1-7), and are coupled to the entry of extracellular calcium (North 
2002). The metabotropic nucleotidic receptors, P2Y, are G protein-coupled receptors mainly 
associated to PLC activation and intracellular calcium mobilization. They can be identified on 
the basis of the agonistic preferences, as P2Y1 receptors are responsive to adenine nucleotides, 
especially ADP, and P2Y2/P2Y4 can respond to both adenines and pyrimidines, being the P2Y6 
subtype specific only for pyrimidines. The P2Y11 subtype is the only one coupled to adenylate 
cyclase activation and the preferential agonist is ATP. A subfamily of P2Y receptors is formed 
by the most recently cloned, P2Y12, P2Y13 and P2Y14, which respond to ADP and UDP-glucose, 
respectively, and have in common their coupling to adenylate cyclase inhibition. These two 
families are well represented in cerebellar granule neurons, as they express a great variety of 
both ionotropic (P2X1, P2X2, P2X4, P2X7) and metabotropic receptors (P2Y1, P2Y4, P2Y6, 
P2Y12) which exhibited specific functions and locations (Hervas et al. 2003) (Hervas et al. 2005) 
(Sanchez-Nogueiro et al. 2005). Previous studies of the group revealed that P2Y1 and P2X7 
receptors were coupled to phosphorylation and activation of CaMKII and synapsin I (Leon 
et al. 2006) (Leon et al. 2008). We continue these studies in the present work and found that 
nucleotide receptors can be acting as important survival promoting factors in granule neurons 
on the basis of their coupling to GSK3 and ERK-1/2, signalling. 
RESULTS AND DISCUSSION
Nucleotide receptor signaling coupled to the phosphorylation and inhibition of the GSK3 
in cerebellar granule neurons.
Signalling pathways mediated by metabotropic P2Y receptors.
We evaluated the level of GSK3 phosphorylation by western blot experiments, using 
specific antibodies against the phosphorylated forms of GSK3 at Ser21/9 residues (for α and 
β isoforms, respectively). We tested several metabotropic nucleotidic agonists and 2MeSADP 
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turned out to be the most potent one inducing GSK3 phosphorylation, as was it able to increase 
basal levels of GSK3 phosphorylation around two-fold. This effect was transient and reached a 
maximum after 10 min of stimulation. This nucleotidic agonist could be activating several types 
of ADP receptors in granule neurons, such as P2Y1, P2Y12, P2Y13, some of them previously 
shown to be expressed in this cellular model (Hervas et al. 2003) (Leon et al. 2006). 
Several attempts were done in order to identify the receptor involved in 2MeSADP-
induced GSK3 phosphorylation. Experiments performed in the presence of Pertussis toxin 
completely abolished the 2MeSADP-mediated effect, confirming the requirement of a Gi-
coupled receptor, of the P2Y12 and P2Y13 types, and excluding the participation of P2Y1 receptors 
in the effect of 2MeSADP in GSK3 phosphorylation. In accordance to this, studies with specific 
antagonists for ADP receptors revealed that only the specific P2Y13 antagonist MRS-2211 was 
able to abolish the effect mediated by 2MeSADP, suggesting the involvement of a P2Y13 receptor 
in GSK3 phosphorylation. On the contrary, MRS-2179 and 2MeSAMP, specific antagonists for 
P2Y1 and P2Y12 receptors, respectively, were without effect (Hollopeter et al. 2001) (Kim et al. 
2005) (King 2003). When dose–response experiments were performed with 2MeSADP and the 
endogenous agonist ADP, similar EC50 values were found for both compounds. These results 
prove that 2MeSADP-induced GSK3 phosphorylation is mediated by a P2Y13 receptor, for which 
similar potency of ADP and 2MeSADP has been described (Communi et al. 2001) (Sellers et al. 
2001) (Fumagalli et al. 2004). In addition, the expression of the P2Y13 receptors was confirmed 
in granule neurons by RT-PCR, western blot and immunocytochemistry. Taken together all 
these data confirm for the first time the presence of P2Y13 receptor in a neuronal model and 
indicate that these are the ADP nucleotide receptors responsible for GSK3 phosphorylation 
mediated by 2MeSADP in cerebellar granule neurons. 
It is interesting to notice that the expression levels of P2Y1 receptors in these cells 
were similar to that obtained for P2Y13 receptors, in comparison to P2Y12, whose expression 
was very weak and fairly unspecific. This agrees with the co-expression of several types of 
ADP receptors observed in several cell models, such as dendritic cells, cerebellar astrocytes 
and platelets (Marteau et al. 2004) (Carrasquero et al. 2005) (Carrasquero L. M. G. 2006). 
In addition, it is generally observed that this coexpression results in cross-talk between the 
receptors, as that described for the platelet model, in which P2Y1 and P2Y12 receptors interact 
reciprocally (Hardy et al. 2004). In this respect, an interaction between P2Y13 and other P2Y 
receptors mediating the effect of 2MeSADP in cerebellar granule neurons cannot be excluded.
When we investigated the intracellular mechanism of action of 2MeSADP, the PI3K/
Akt pathway resulted to be a key intermediate step in 2MeSADP signalling. In fact, 2MeSADP-
induced GSK3 phosphorylation was only abolished in the presence of the PI3K inhibitor 
wortmaninn, while other intracellular signalling cascades, such as ERK-1/2 and src-tyrosine 
kinases, did not seem to participate. According to this, there are many examples in the literature 
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involving this route in the signalling displayed by ADP receptors, such as P2Y1 in astrocytoma 
cells and P2Y12 receptors in C6 glioma, in which they are mediating proliferative actions (Sellers 
et al. 2001) (Gerasimovskaya et al. 2005) (Van Kolen et al. 2006). Our studies provide the first 
evidence for the coupling of a P2Y13 receptor to this PI3K/Akt signaling in a neuronal model, 
in the same way than trophic factors. 
It is well documented that GSK3 phosphorylation at Ser residues can imply the inhibition 
of its catalytic activity towards its substrates (Grimes and Jope 2001). This effect was confirmed 
by testing the activity of the GSK3 in cerebellar granule neurons towards two specific substrates, 
one endogenous and one synthetic. We observed a significant decrease in the GSK3 kinase 
activity on a synthetic peptide derived from the glycogen synthase enzyme when the cells 
were stimulated with 2MeSADP. In addition, the loss of GSK3 activity was also evaluated 
with an endogenous substrate, which is β-catenin. When phosphorylated by GSK3, β-catenin 
is ubiquitinated and becomes degraded by the proteasome pathway. Under conditions of GSK3 
inactivation, β-catenin is stabilized and accumulates in the cytosol and can be translocated to the 
nucleus where it functions as a transcriptional regulator. We observed by immunocytochemical 
studies a significant increase in the cytosolic inmunostaining levels of the β-catenin in cells 
stimulated by 2MeSADP. Nuclear translocation of β-catenin was also analyzed by western blot 
carried out with nuclear extracts. The nuclear level of the β-catenin was significantly higher 
when the cells were stimulated by 2MeSADP, and this effect was dependent of the PI3K/Akt 
pathway. The effect of 2MeSADP was reached after only 10 min after stimulation, remaining 
for 1 – 6h, and was faster than the one mediated by the trophic factor IGF-I, which required 
more prolonged incubation times. 
The coupling of 2MeSADP signalling to β-catenin described in the present work has 
not been previously reported for nucleotides. The nuclear translocation of β-catenin allows its 
interaction with Lef/Tcf family of transcription factors (Dominguez and Green 2001) (Grimes 
and Jope 2001). Different genes have been reported to be regulated by β-catenin, such as those 
involved in cell cycle regulation, cell adhesion, migration and survival (Novak and Dedhar 
1999) (Harris and Peifer 2005). Besides, two genes related to purinergic metabolism were 
recently described to contain Lef-1 binding sites in their promoter region, the 5´-nucleotidase 
(CD 73), a nucleotide hydrolytic ectoenzyme, and adenosine deaminase, which deaminates 
adenosine into inosine (Spychala and Kitajewski, 2004). In relation to the genes that 2MeSADP 
could be regulating in granule neurons, a first approach has been done in this work that implies 
microarray experiments. This is only a starting point and need further analysis and processing, in 
order to understand the physiological meaning of β-catenin signalling mediated by 2MeSADP 
in granule neurons.
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Signaling pathways mediated by ionotropic P2X receptors.
After studying the effect mediated by metabotropic receptors on GSK3 phosphorylation, 
we decided to analyze whether the ionotropic P2X receptors were also coupled to this signaling 
pathway in this cellular model. As we previously did with the metabotropic receptors, we tested 
several agonists of the P2X receptors expressed in cerebellar granule neurons (Hervas et al. 
2003) (Hervas et al. 2005), and found the major responses with the P2X7 agonist BzATP. BzATP 
is usually employed to analyze P2X7 activation, although it is described to activate other P2X 
nucleotide receptors (Bianchi et al. 1999). To discriminate better P2X7-mediated responses, 
stimulations with BzATP were carried out in the absence of Mg2+, as P2X7 responses can be 
specifically potentiated when extracellular magnesium is reduced or eliminated, this being one 
of the hallmarks of P2X7 receptor functioning (Virginio et al. 1997) (North 2002). 
BzATP at 100 µM concentration was able to increase the phosphorylation of GSK3 
3 – 4-fold over basal levels. The effect peaked at 5 – 10 min stimulation, but, in comparison 
to that obtained for 2MeSADP, it was maintained for longer stimulation periods of 30 min 
and 60 min, with a slow decline. This effect fits perfectly with the pharmacological profile 
described for a rat P2X7 receptor, since it was calcium-dependent, the EC50 values were in 
the low micromolar range (Young et al. 2007) and it was completely blocked by the specific 
P2X7 receptor antagonists, BBG, PPADS and A-438079 (Jiang et al. 2000) (Hibell et al. 2001) 
(Donnelly-Roberts and Jarvis 2007). 
The signalling pathway involved in the BzATP-mediated effect was a PKC dependent 
mechanism, since specific inhibitors of this enzyme, GF-109203X (GF-I) and Gö-6976, abolished 
the increase in GSK3 phosphorylation levels. However, the treatment with the ERK-activating 
kinase-1 (MEK-1) inhibitor, U-0126, caused increments on GSK3 phosphorylation basal levels 
by itself, and BzATP was not able to induce a further increase. Therefore, a cross-talk between 
MAPKs and GSK3 cannot be excluded. In our opinion, the most interesting result in these 
experiments was that the BzATP-mediated effect was independent on the PI3K/Akt pathway, 
which was the main survival signalling pathway described  in granule neurons. This gave us the 
key to analyze the possible neuroprotective effect of the BzATP against the apoptosis induced 
in these cells by the pharmacological inhibition of the PI3K (Miller et al. 1997) (D’Mello et al. 
1997).
The BzATP protective effect was studied measuring cell viability with the MTT assay, 
and measuring the number of apoptotic cells with the TUNEL assay. The treatment with 
BzATP before the addition of the PI3K inhibitor, LY-294002, partially prevented cell death and 
increased the cellular survival in approximately 30 %. This neuroprotective effect was lost in 
the presence of P2X7 specific antagonists, BBG, PPADS, and A-438079. In addition, it was 
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completely abolished by the PKC inhibitor, GF-I. These results mimicked that obtained for 
GSK3 phosphorylation and confirmed on the one hand, the involvement of a P2X7 receptor in 
the neuroprotective effect induced by BzATP in cerebellar granule neurons, and on the other 
hand, as expected, that this effect was mediated through a PKC-dependent pathway. 
Finally the next set of experiments were carried out to investigate if the BzATP survival 
effect was dependent on its effect on GSK3 phosphorylation. The treatment with the PI3K 
inhibitor, LY-294002, significantly reduced the levels of GSK3 phosphorylation in Ser residues 
after few hours of treatment. In parallel with this there was a progressive increase in GSK3 
catalytic activity, which was evaluated measuring the phosphorylation levels of one of the best 
known GSK3 substrates in neurons, the Tau protein, with the PHF-1 antibody (Bennecib et al. 
2000). When cells were pre-treated with BzATP, GSK3 phosphorylation levels were partially 
recovered, and Tau phosphorylation was diminished, therefore indicating that BzATP treatment 
is helping to restore phosphorylated GSK3 levels and to avoid excessive activation of GSK3 
catalytic activity that is coupled to cell death. The association between the survival promotion 
mediated by BzATP and the prevention of apoptotic effectors such as caspase-3 was also 
examined. Treatment with LY-294002 increased the active caspase-3 fragment levels that were 
readily detectable at 3 h, and markedly increased after 6 and 8 h. This effect was also prevented 
when the cells were pre-treated with BzATP.
The above results clearly demonstrate that the survival promoting effect found for 
BzATP in granule neurons is directly related to its action on GSK-3 inhibition. In fact, GSK-3 
is outlined as one of the main effectors of apoptosis in neuronal models (Pap and Cooper 1998); 
(Hetman et al. 2000). In a recent report it was demonstrated that a component of the intrinsic 
apoptotic cascade, the protein Bax, was identified as a direct target of GSK-3 action (Linseman 
et al. 2004). This implies that signals that can maintain a decreased GSK-3 activity can function 
as important pro-survival signals. In the case of BzATP, it keeps GSK-3 inhibited in conditions 
in which the main survival route to GSK-3, the PI3-K/Akt axis is compromised or inhibited. A 
similar role to that found for BzATP, was described for NMDA in cortical neurons, as was able 
to rescue cortical neurons from the apoptosis induced by LY-294002 treatment. This protective 
effect is also dependent on NMDA-mediated inhibition of GSK-3 activity (Habas et al. 2006). 
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Synergistic effects of BzATP in the signalling and survival effect of NMDA and BDNF and 
NMDA in cerebellar granule neurons.
The neuroprotective effect observed for BzATP raised the question whether this 
nucleotide could act in concert with other well known survival factors in granule neurons, such 
as NMDA and BDNF, and cooperate with them (Lafon-Cazal et al. 2002) (Yamagishi et al. 
2003) (Zhang et al. 1998) (Hetman et al. 1999).
When the effects of BzATP were combined with NMDA and BDNF, it was observed 
that BzATP was able to potentiate the protective effect of both NMDA and BDNF against cell 
death induced by treatment with the PI3K inhibitor, LY-294002. The synergistic effect between 
BzATP and NMDA was only observed at submaximal concentrations of both factors. However, 
in the case of BDNF, the cooperation was manifested at every concentration. In parallel to 
that previously obtained with BzATP, PKC seemed to play a crucial role in both the NMDA 
and BDNF-mediated protective effects. Interestingly, besides PKC, the ERK-1/2 proteins were 
found to be an additional requirement for BDNF to exert its protective effect. 
Accordingly to that previously observed for BzATP, both NMDA and BDNF were 
also able to prevent the dephosphorylation effects over GSK3 induced by the treatment with 
LY294002. Interestingly, BDNF was the only factor that was able to induce a significant increase 
in the phosphorylation levels of the ERK1/2. The levels of the active fragment of the caspase-3 
were also tested, and as a result of the combined treatment of BzATP with NMDA and BDNF, 
the levels were highly reduced after 6 hours of treatment with LY-294002, in comparison with 
to that seen with each of the factors alone. 
From the above results is clear that, in a similar way to that found for BzATP, NMDA 
and BDNF exert their protective effect through the phosphorylation and inhibition of GSK3. 
When the signalling mechanisms were analyzed in more detailed, it was confirmed that NMDA-
induced GSK3 phosphorylation was strongly dependent on PKC in the same way as BzATP. 
This explains why the synergistic effect seen with BzATP and NMDA is only observable at 
submaximal concentrations, as they are acting through the same signalling pathway. 
With respect to BDNF, its effect on GSK3 phosphorylation was dependent on several 
signalling pathways, PI3K, PKC and ERK-1/2. This indicates that BDNF can switch to the 
PKC-ERK-1/2-GSK3 intracellular cascade when the PI3K-Akt-GSK3 pathway is inhibited, as 
occurs during LY-294002 treatment. The versatility of BDNF triggering different intracellular 
mechanisms have been already described in cortical neurons (Hetman et al. 1999) (Gozdz et 
al. 2003), and explains the cooperative effect with BzATP over a wide range of, as they are 
reaching GSK3 through different signalling routes. 
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Nucleotide receptor signaling coupled to the phosphorylation and activation of of the 
ERK1/2 in cerebellar granule neurons.
After investigating the signaling mediated by nucleotide receptor coupled to the GSK3 
protein, we analyzed the possible coupling of these receptors to another signaling protein, 
the ERK1/2, as these kinases are also related to neuronal differentiation and survival and are 
involved in several important processes in the CNS (Hetman and Gozdz 2004) (Hetman and 
Xia 2000) (Pearson et al. 2001) (Adams and Sweatt 2002).
We focused our studies on the effect of 2MeSADP and BzATP. Both nucleotidic 
agonists were able to induce significant increases in the ERK1/2 phosphorylation levels in 
granule neurons. In both cases, these increments reached the maximum levels around 10 min 
after stimulation and then rapidly declined to basal levels. The transient activation of ERK-
1/2 well correlates with the described neuroprotective-mediated effects for these proteins 
(Subramaniam et al. 2003) (Subramaniam et al. 2005) (Shinozaki et al. 2006).  In a similar way 
to that observed for GSK3 signalling, the effect of 2MeSADP on ERK-1/2, phosphorylation 
was mediated by a P2Y13 receptor, since it was calcium independent and was blocked by the 
specific P2Y13 antagonist MRS-2211. Other antagonists for P2Y1 and P2Y12 receptors, such 
as MRS-2179 and 2MeSAMP, respectively, were without effect. Besides this, the EC50 values 
obtained for 2MeSADP fitted perfectly to what is described for this receptor in rat (Communi et 
al.) The signalling pathway involved in the effect of 2MeSADP on ERK-1/2, phosphorylation 
was also PI3K-dependent. These results indicate that PI3K is a key intermediary step in P2Y13 
receptor signalling in granule neurons, and from this common starting point, two independent 
and parallel signalling pathways, GSK3 and ERK1/2, are segregated.
In agreement to that previously described for GSK3 signalling studies, BzATP-induced 
ERK1/2 phosphorylation was mediated through the activation of a P2X7 receptor, since the 
effect was extracellular calcium-dependent, the EC50 values fitted to that described for this 
receptor in rat (Young et al. 2007) and the effect was abolished by P2X7 specific antagonists, 
BBG, A-438079 and PPADS (Jiang et al. 2000) (Hibell et al. 2001) (Donnelly-Roberts and 
Jarvis 2007). However, the signalling pathway mediating this effect was completely different 
from the one involved in GSK3 phosphorylation, and was dependent on calcium calmoduline 
kinase II (CaMKII), since only the specific inhibitor, KN-62, was able to abolish the ERK-1/2 
phosphorylation induced by BzATP.
Finally, the physiological effects of nucleotide receptor signalling coupled to the activation 
of ERK1/2 proteins were investigated in granule neurons. We analyze the neuroprotective 
effect of both nucleotides, 2MeSADP and BzATP, against glutamate-mediated excitotoxicity, 
since the ERK1/2 has been described to be involved in the survival pathway against this type 
of toxic damage in several neuronal types (Singer et al. 1999) (Ferchmin et al. 2003) (Wu et 
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al. 2004).  As was expected, both 2MeSADP and BzATP were able to protect granule neurons 
against toxic levels of glutamate, increasing the survival closely to the basal levels. This effect 
was completely dependent on the activation of the ERK1/2 proteins when the cells were treated 
with 2MeSADP, and partially dependent in the case of the BzATP, suggesting the involvement 
of another signalling pathway, such as the GSK3-dependent pathway. 
From the above results it can be concluded that the physiological meaning of nucleotide 
receptor signalling through GSK3 and ERK-1/2 in cerebellar granule neurons is linked to 
neuronal survival. It is also relevant that nucleotides function as versatile signals that can use 
different intracellular mechanisms to trigger the appropriate responses against several kinds of 
apoptotic stimuli, and therefore, they could be considered as important neuroprotective factors 
acting alone or in combination with other trophic factors in this neuronal model.  
Taking into account that both GSK3 and ERK-1/2 are involved in the control of the 
activity of several transcription factors, as the β-catenin itself, a first approach to deepen into 
the survival promoting mechanism of nucleotides derives from microarrays experiments, which 
were developed to investigate whether nucleotide receptor activation could be inducing changes 
at the genetic expression level in cerebellar granule neurons. The first preliminary data derived 
from these experiments showed increases in the biological processes and molecular functions 
related to survival, differentiation and growth factor receptor activity, in agreement with the 
results presented in this Thesis. However, further studies are required to fully confirm these 
results.
CONCLUDING REMARKS
1.- The nucleotide agonist 2MeSADP acting through a Gi-coupled P2Y receptor is linked to 
the phosphorylation and inhibition of GSK3 through a PI3K/Akt dependent pathway in granule 
neurons. This signalling involves the translocation of the GSK3 substrate β-catenin to the 
nucleus where can act as a transcriptional regulator.
2.- The nucleotide agonist BzATP activates a P2X7 receptor in granule neurons and is coupled 
to the phosphorylation and inhibition of GSK3 through a different signalling pathway that 
involves a PKC-dependent mechanism. This BzATP-mediated signalling and its independence 
on the PI3K/Akt axis allow BzATP to exert protective effects against the apoptosis induced by 
the pharmacological inhibition of the PI3K. This supports a neuroprotective role for BzATP in 
conditions of trophic factor deprivation. 
3.- BzATP cooperates with other relevant survival factors of granule neurons, such as NMDA 
and BDNF, in the neuroprotective action against PI3K inhibition. In the case of NMDA, the 
synergistic effect depends on its convergence on the same signalling route PKC/GSK3. While 
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with respect to BDNF, this convergence does not take place, and the cooperative neuroprotective 
effect depends on BDNF triggering an alternative PKC/ERK/GSK3 route. 
4.- P2Y13 and P2X7 nucleotide receptors are also coupled to ERK-1/2 phosphorylation and 
activation in granule neurons, and this signalling mechanism is responsible for their survival 
promoting effect against glutamate-induced excitotoxicity.
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1.- EL SISTEMA PURINÉRGICO.
1.1.- Los nucleótidos en el sistema nervioso. Papel en la neurotransmisión.
El ATP es una molécula que ejerce funciones indispensables para el mantenimiento 
celular. Intracelularmente, constituye  la fuente de energía libre en el metabolismo, colabora 
en el mantenimiento de gradientes iónicos de membrana, en la regulación enzimática, síntesis 
de macromoléculas  o en el trabajo mecánico. Además el ATP es el precursor, junto con otros 
nucleótidos de los ácidos nucleicos. El hecho de que la molécula de ATP sea incapaz de atravesar 
por sí misma la membrana plasmática debido a su gran tamaño y naturaleza iónica, unido a que 
es rápidamente hidrolizada por las ectonucleotidasas en el exterior de la célula, hicieron pensar 
que el ATP poseía funciones únicamente intracelulares. Esto provocó un gran retraso en el 
descubrimiento del  importante papel de los nucleótidos como mensajeros extracelulares. Hoy 
en día se sabe que participan en multitud de procesos extracelulares entre los que destacan la 
contracción muscular, la respuesta inmune, la secreción endocrina y paracrina, la inflamación, 
la agregación plaquetaria, y dentro del Sistema Nervioso Central participan en funciones de 
neuroprotección, en el control central de funciones autónomas, en las interacciones neurona-
glia, angiogénesis, regulación de la permabilidad de microvesículas y en la traducción mecano 
sensorial (Burnstock, 2006) (Burnstock, 2005) (Gordon, 1986; Dubyak y el-Moatassim, 1993) 
(Burnstock, 1997).
El diverso rango de actividades extracelulares en las que intervienen las purinas se 
empezó a conocer con los trabajos de Drury y Szent-Györgyi en 1929 (Drury y Szent-Gyorgyi, 
1929), que demostraron que la adenosina y los ácidos adenílicos (AMP, ADP y ATP) extraídos 
de corazón y músculo liso producían diversos efectos biológicos tales como la vasodilatación 
de las arterias coronarias y la disminución de la presión arterial. Posteriormente, se describieron 
acciones sobre otros tejidos, destacando el aumento de la motilidad intestinal y de la contracción 
uterina inducidos por el ATP (Deuticke, 1932) (Watts, 1953).
En los años posteriores se estudiaron las acciones del ATP en el sistema nervioso. 
Los estudios del grupo de Pamela Holton revelaron, aunque de forma indirecta, la posible 
participación del ATP como neurotransmisor. En estos trabajos se propuso al ATP como 
sustancia vasodilatadora liberada tras la estimulación de los nervios sensoriales del oído de 
conejo (Holton y Holton, 1953) (Holton y Holton, 1954) (Holton, 1959). Más tarde se observó 
que la aplicación de ATP en diversas zonas de cerebro producía cambios bioquímicos y 
electrofisiológicos (Galindo y cols., 1967). En la década de los 60 y 70 se realizaron una serie 
de investigaciones donde fue posible detectar, tras la estimulación de los nervios periféricos, la 
presencia de respuestas postsinápticas en presencia de antagonistas colinérgicos y adrenérgicos, 
postulándose la presencia de nervios no adrenérgicos no colinérgicos, o NANC. Posteriormente, 
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Burnstock determinó que el neurotransmisor liberado por estos NANC era el ATP, acuñando el 
término de “nervios  y neurotransmisión purinérgica” (Burnstock y cols., 1970) (Burnstock y 
cols., 1972).
Jahr y Jessel darían en 1983 (Jahr y Jessell, 1983) la primera prueba directa de que el 
ATP mediaba respuestas extracelulares en el sistema nervioso, ya que registraron corrientes 
de entrada en neuronas del asta dorsal de la médula espinal tras la aplicación de ATP. Ese 
mismo año se observó el mismo efecto en neuronas de diversos ganglios sensoriales (Krishtal 
y cols., 1983). Desde estas primeras evidencias hasta hoy se ha demostrado que el ATP media 
la transmisión del dolor (Chen y cols., 1995), las sensaciones propioceptivas (Salter y cols., 
1993), así como las corrientes postsinápticas excitadoras en secciones del núcleo de la  habénula 
medial (Edwards y cols., 1992), en el asta dorsal de la médula espinal (Bardoni y cols., 1997) 
y en el hipocampo (Pankratov y cols., 1998). Estas junto con otras importantes funciones 
que hemos citado anteriormente indican que el ATP debe ser considerado como un verdadero 
neurotransmisor rápido en el sistema nervioso central.
1.2.- Almacenamiento, liberación y degradación de los nucleótidos.
El concepto de cotransmismión fue acuñado en los años 70 y postuló la idea de que 
una misma célula nerviosa podía almacenar y liberar diferentes tipos de neurotransmisores. De 
acuerdo con esto, la presencia de ATP en gránulos secretores ya había sido descrita previamente 
en estudios de gránulos cromafines de la médula adrenal bovina, donde estaba coalmacenado 
junto con la adrenalina y noradrenalina (Hillarp y cols., 1955) (Blaschko y cols., 1956) (Winkler, 
1982). Igualmente los mastocitos y los basófilos son capaces de almacenar y liberar ATP junto 
con la histamina (Dubyak y el-Moatassim, 1993).
Las primeras evidencias de la presencia de ATP en el interior de vesículas sinápticas 
se obtuvieron en el órgano eléctrico del pez Torpedo marmorata (Dowdall y cols., 1974) 
(Zimmermann y Denston, 1976) (Zimmermann, 1978). Posteriormente se describió la liberación 
de ATP en terminales colinérgicas, indicando que tras la exocitosis, la concentración que podía 
alcanzar el ATP en la hendidura sináptica era de valores cercanos a 100µM. (Richardson y Brown, 
1987). El ATP también se encuentra almacenado junto con la acetilcolina y la noradrenalina 
en vesículas sinápticas de neuronas simpáticas y parasimpáticas (Westfall y cols., 1990) (von 
Kugelgen y Starke, 1991). En los últimos años se ha descrito asimismo la coliberación de ATP 
en terminales gabaérgicas,  y glutamatérgicas (Jo y Schlichter, 1999) (Jo y Role, 2002) (Mori 
y cols., 2001). Esta liberación de ATP ha sido estudiada en terminaciones nerviosas centrales 
aisladas indicando que se produce de modo excitótico y dependiente de calcio (Sawynok y 
cols., 1993).
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Además del ATP y otros nucleótidos clásicos se identificaron también derivados 
nucleotídicos y compuestos relacionados que eran almacenados en las vesículas secretoras. 
Entre ellos se encuentran los diadenosina polifosfatos (ApnA, n=4-6), que no sólo desarrollan 
un importante papel intracelular tanto en el núcleo como en el citosol (McLennan, 1992), sino 
que poseen importantes acciones extracelulares como neurotransmisores o neuromoduladores 
en el SNC y periférico (Pintor, 1993). Fueron detectados por primera vez almacenados en los 
gránulos cromafines junto con el ATP y otros neurotransmisores (Rodriguez del Castillo y cols., 
1988) (Pintor y cols., 1991) (Pintor y cols., 1992). Estos dinucleótidos se encuentran en altas 
concentraciones en los gránulos densos de las plaquetas, donde se coalmacenan y coliberan 
junto con ADP, ATP y serotonina durante la agregación plaquetaria (Flodgaard y Klenow, 
1982) (Luthje y Ogilvie, 1983). Igualmente se ha descrito su presencia en los mastocitos y 
en los basófilos coalmacenados junto con la histamina (Dubyak y el-Moatassim, 1993). 
Los diadenosina polifosfatos, especialmente el Ap4A y el Ap5A, también se han encontrado 
almacenados junto con el ATP, ADP y GTP en vesículas colinérgicas del órgano eléctrico 
del pez Torpedo marmorata (Pintor, 1992), y su exocitosis conjunta con el ATP en estudios 
realizados en terminaciones nerviosas de cerebro de rata apoyan el papel neurotransmisor de 
estos compuestos (Pintor y cols., 1993) (Pintor, 1993). Otro de los importantes papeles que 
se han descrito para los nucleótidos dentro de la transmisión nerviosa, es el de actuar como 
neuromoduladores, como se demuestra en los trabajos realizados en terminaciones nerviosas 
en los que tanto el ATP como los diadenosina polifosfatos ejercían un efecto regulador sobre 
la liberación de glutamato, acetilcolina y GABA (Gomez-Villafuertes y cols., 2001) (Gomez-
Villafuertes y cols., 2003)  (Gomez-Villafuertes y cols., 2004) (Diaz-Hernandez y cols., 2002) 
(Gualix y cols., 2003).
El almacenamiento de nucleótidos y dinucleótidos en vesículas pone de manifiesto la 
necesidad de un sistema transportador eficaz en contra de gradiente. Este transportador, del 
que ya se conocían algunas características funcionales y cinéticas, como la baja especificidad 
que permitía el transporte de una gran variedad de nucleótidos y dinucleótidos, al igual que su 
comportamiento mnemónico (Gualix y cols., 1997) (Gualix y cols., 1999), ha sido identificado 
recientemente como la proteína VNUT SLC17A9 (Sawada y cols., 2008). Se trata de una 
isoforma de la familia de transportadores SLC17 con 12 segmentos transmembrana y 430 
aminoácidos, identificada tanto en humano como en ratón, y muy asociada a cerebro y  medula 
adrenal, que juega un papel vital en el almacenamiento y liberación de nucleótidos.
Lo indicado anteriormente hace referencia a la liberación de  nucleótidos y dinucleótidos, 
por medio de exocitosis, de forma semejante a la de los neurotransmisores clásicos. Sin embargo 
existen múltiples evidencias en otros muchos tipos celulares, como células endoteliales, 
musculares y gliales, de liberación no exocitótica en respuesta a estímulos como la hipoxia, 
inflamación o estrés mecánico (Bodin y Burnstock, 2001). La forma más obvia de liberación no 
exocitótica de nucleótidos, es la que se produce tras el daño tisular. Las altas concentraciones 
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intracelulares de los nucleótidos (rango mM) hace que sean liberados en grandes cantidades al 
espacio extracelular tras la ruptura de la membrana plasmática, donde median diversas acciones 
en procesos de inflamación y posterior recuperación tisular.
Los mecanismos implicados en la liberación no exocitótica no están totalmente 
identificados aunque se ha postulado que podrían estar mediados por una serie de transportadores 
o canales que formarían parte de la superfamilia de proteínas ABC (“ATP Binding Casette”). 
Hoy día, es la familia conocida como ABCC la que parece la candidata más plausible. Esta 
familia contiene por el momento 7 genes ABCC (1-7), y las funciones y propiedades de algunas 
de estas proteínas son aún desconocidas. Entre sus miembros se encuentran los transportadores 
ABCC4 (MRP4) y ABCC5 (MRP5), que transportan fuera de la célula nucleótidos cíclicos, 
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Figura 1.- Liberación y metabolismo de los nucleótidos.  A) Una vez liberados al espacio extracelular por 
exocitosis o a través de transportadores los nucleótidos activan receptores P2Y y P2X. Su acción finaliza por 
actuación de las ectonucleotidasas, que degradan los nucleótidos trifosfato hasta adenosina, pudiendo generar 
nucleótidos difosfato que a su vez siguen activando otros receptores P2. Por último se produce adenosina que 
activa por su parte a sus propios receptores, siendo finalmente recaptada para la síntesis de nuevos nucleótidos. 
B) Esquema estructural de algunos miembros de la familia de las E-NTPDasas, E-NPPasas, de la fosfatasa alcalina 
y de la ecto-5´-nucleotidasa. Figuras modificadas de  (Fields y Burnstock, 2006) y  de los esquemas del doctor J. 
Sévigny del CRRI.
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AMPc y GMPc. Otras hipótesis sugieren la participación de canales iónicos dependientes 
de voltaje, conexinas y otros miembros de las uniones estrechas entre células en este tipo de 
liberación (Buettner y cols., 2000) (Eltzschig y cols., 2006) (Solsona, 2004) (Bahima y cols., 
2006). Tampoco podemos olvidar que el UTP, UDP y UDP-glucosa son compuestos funcionales 
en el Golgi y el grupo del Dr. Boucher ha propuesto su salida mediante exocitosis constitutiva 
como excedente de la funcionalidad del Golgi (Lazarowski, 2004) (Lazarowski, 2006).
Como todos los neurotransmisores, una vez liberados y cumplida su misión deben 
ser inactivados, degradados o retirados del medio extracelular. Los nucleótidos se degradan 
mediante una cascada de enzimas extracelulares que conducen a la formación del nucleósido 
correspondiente y del fosfato, que pueden ser reutilizados posteriormente por las células 
adyacentes (Pastor-Anglada y cols., 1998). Las enzimas encargadas de esta degradación de los 
nucleótidos se denominan ecto-nucleotidasas (Zimmermann, 2000) (Robson y cols., 2006), 
y generan, como último paso de la cadena, el nucleósido adenosina, que puede ejercer sus 
propias acciones a través de sus receptores, siendo posteriormente recapturada mediante un 
transportador de alta afinidad (Sen y cols., 1999).
Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos, con especial 
abundancia en aquellos capaces de liberar nucleótidos, y actúan de manera concertada o 
consecutiva. La localización de las distintas familias de enzimas ecto-nucleotidasas se ha 
llevado a cabo recientemente en cerebro de rodedores (Langer y cols., 2008). Normalmente 
se encuentran ancladas a la membrana con su dominio catalítico orientado hacia el espacio 
extracelular, aunque también se han descrito formas solubles que aparecen en el medio extracelular 
como consecuencia de su liberación a partir de vesículas sinápticas o, como en el caso de la 
ecto-5´-nucleotidasa, como resultado de la hidrólisis de su anclaje a la membrana (Todorov y 
cols., 1997). La degradación secuencial mediada por estas enzimas no sirve únicamente para la 
inactivación de los nucleótidos, sino que genera intermediarios activos que pueden mediar sus 
propias acciones en el exterior celular, como es el caso del ADP que se forma como resultado 
de la hidrólisis del ATP y que puede actuar sobre receptores que reconocen específicamente 
nucleótidos difosfato.
Las enzimas ecto-enzimas se clasifican en las siguientes familias (Ver tabla 1): 
• La familia de las ecto-nucleótidotrifosfo/difosfo-hidrolasas (E-NTPDasas). 
También conocidas con otros nombres como: ecto-ATPasa, ecto-ADPasa, ecto-apirasa o CD39. 
Hidrolizan tanto nucleótidos trifosfato como difosfato, sin tener una especial preferencia por la 
base púrica o pirimidínica (Zimmermann, 1994) (Zimmermann, 1996) (Zimmermann, 2000). 
Hoy en día se han identificado hasta 8 tipos diferentes (Robson y cols., 2006), de los cuales 
únicamente los miembros NTPDasa1,  NTPDasa2, NTPDasa3 y NTPDasa8 poseen papeles 
relevantes en el control de la señalización purinérgica (Kukulski y cols., 2005).
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• La familia de las ecto-nucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasas (E-NPPasas). 
Se encargan de hidrolizar enlaces fosfodiéster. Tanto los nucleótidos de purinas como los de 
pirimidinas podrían servir de sustrato. El producto contiene siempre un NMP y PPi. También 
pueden hidrolizar el enlace fosfodiéster de los dinucleótido polifosfato (Gasmi y cols., 1998), de 
coenzimas, como la NAD+, y lisofosfolípidos (Umezu-Goto y cols., 2002) (Tokumura y cols., 
2002). Hasta el momento se han clonado 7 miembros de esta famila (Stefan y cols., 2006).
• La ecto-5’nucleotidasa, también denominada CD-73, es una enzima de la que 
sólo se conoce un gen y que cataliza la etapa final de la reacción de hidrólisis generando el 
correspondiente nucleósido y el fosfato inorgánico. Tiene preferencia por nucleótidos como el 
AMP y el GMP más que por los nucleótidos de pirimidina.
• La ecto-fosfatasa alcalina, es la enzima con menor especificidad que se encarga de liberar 
Ecto-Nucleotidasas Reacción catalizada 
Familia Ecto-NTPDasa                                   Sustrato preferente 
NTPDasa 1 (Ecto-ATPDasa, CD39)               NTP ~ NDP 
NTPDasa 2 (Ecto-ATPasa, CD39L1)              NTP >>> NDP 
NTPDasa 3 (Ecto-ATPDasa, CD39L3)           NTP >NDP 
NTPDasa 4 (UDPasa)                                      UDP > GDP > CDP 
NTPDasa 5 (ER-UDPasa, PCPH, CD39L4)   UDP > GDP > CDP 
NTPDasa 6 (CD39L2)                                     GDP > IDP > UDP 
NTPDasa 7 (LALP1)                                       UDP, GDP, CDP 
NTPDasa 8 (Liver Canalicular ecto-ATPasa)  NTP >NDP 
 
 
 
NTP → NMP + 2Pi 
NDP → NMP + Pi 
 
 
Familia Ecto-NPPasa 
NPPasa 1,2,3,4,5,6,7 
 
 
NpnA→NMP+Ap(n-1) 
Ecto-5´-nucleotidasa NMP→Nucleósido+Pi 
Ecto-fosfatasa alcalina NTP → NDP → AMP → 
Nucleósido + 3Pi 
 
Tabla 1. Familias de ecto-nucleotidasas (tomado de Robson y cols, 2006). 
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fosfato inorgánico de una gran variedad de compuestos, entre los que se incluyen los nucleósido 
5´-tri-, -di- y –monofosfato  (Zimmermann, 2000). En presencia de altas concentraciones de 
aceptores de fosfato puede hidrolizar PPi y catalizar reacciones de transfosforilación.
1.3.- Receptores de nucleótidos.
Los nucleótidos liberados al medio extracelular median sus acciones a través de la 
activación de receptores específicos de membrana cuya clasificación detallaremos en este 
apartado.
La primera clasificación de los receptores de nucleótidos y nucleósidos fue llevada a cabo 
en 1978 por Burnstock en función de las características farmacológicas y de la acción mediada 
por la activación del receptor. Así se definió a los receptores P1 o receptores de adenosina como 
activados por adenosina, antagonizados por las metilxantinas y moduladores de la actividad 
de la adenilato ciclasa, mientras que los P2 o receptores de ATP, eran los activados por ATP y 
ADP e insensibles a las metilxantinas (Burnstock, 1978). En 1985 se propuso la clasificación 
farmacológica de los receptores P2 en dos subfamilias P2X y P2Y (Burnstock y Kennedy, 1985), 
y en los años posteriores se propusieron nuevos receptores como el P2T, selectivo para ADP en 
plaquetas, el P2Z en macrófagos (Gordon, 1986)  y el P2U que reconocía UTP además de ATP 
(O’Connor y cols., 1991). Finalmente todos estos receptores quedarían agrupados en receptores 
P2X, que son canales iónicos activados por ligando, y receptores P2Y, que son receptores 
metabotrópicos acoplados a proteínas G (Abbracchio y Burnstock, 1994) (Ralevic y Burnstock, 
1998). Hasta la fecha se han clonado 7 subunidades de los receptores P2X, cuya nomenclatura, 
anteriormente P2X1-7 ha sido actualizada recientemente por el Comité de Nomenclatura de la 
IUPHAR a P2X1-7 (Collingridge y cols., 2009). Por su parte los receptores P2Y cuentan con 
ocho miembros  (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14), cuya nomenclatura aún 
no ha sido actualizada.
La identificación y caracterización de los receptores P2 no resulta una tarea sencilla. 
Los principales problemas que se plantean a la hora del estudio de estos receptores son los 
siguientes:
La falta de disponibilidad de agonistas y antagonistas específicos y potentes para 1. 
diferenciar bien los distintos subtipos, por lo que se produce el solapamiento de 
acciones debidas a la activación de distintos receptores co-expresados en un mismo 
tejido y que pueden estar siendo activados o inhibidos por el mismo ligando.
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Los agonistas nucleotídicos comerciales, pueden presentar contaminación por otros 2. 
nucleótidos.
La co-expresión de varios subtipos de receptores en el mismo tejido o tipo celular. 3. 
La mayoría de los estudios de caracterización de los receptores de nucleótidos se 
han llevado a cabo en sistemas de expresión heterólogos, sin tener en cuenta la 
situación real “in vivo” donde conviven varios tipos de receptores que, además, 
pueden interaccionar entre sí. Igualmente, estos receptores pueden formar homo o 
heterooligómeros variando sus características farmacológicas.
La acción de las enzimas ectonucleotidasas y nucleotidasas solubles presentes en 4. 
la superficie celular o liberadas al medio, que pueden degradar o transformar los 
agonistas o antagonistas utilizados.
La liberación tónica de nucleótidos por parte de las células, que puede originar 5. 
desensibilización o interferir en las respuestas de los receptores. 
Además de estas consideraciones, los receptores de nucleótidos, como sucede a la 
mayoría de los receptores, no pueden ser analizados en solitario, sino dentro del contexto del 
microambiente donde están situados, teniendo en cuenta las interacciones que poseen con 
otras proteínas a nivel de membrana, lo que contribuye a la heterogeneidad de respuestas 
encontradas entre los distintos tipos celulares. A este conjunto es a lo que se ha venido a 
denominar “receptosoma”, y en el caso de los receptores de nucleótidos, “purinoma”, que 
sería el complejo molecular responsable de los efectos biológicos de los ligandos purinérgicos 
extracelulares, que incluye, no sólo a los receptores P2 de nucleótidos, sino también a  las 
enzimas ectonucleotidasas, los receptores P1 de adenosina, los transportadores de nucleósidos 
y los canales y transportadores de nucleótidos (Volonte y D’Ambrosi, 2009).
Todo esto, en conjunto ha hecho que aunque haya sido posible encontrar en los tejidos 
nativos receptores análogos a algunos de los receptores P2 clonados (coincidiendo en la 
distribución, los mecanismos de señalización y la farmacología), en la mayoría de los casos no 
se haya podido establecer una correspondencia inequívoca. Por ello, se tiende a calificar a los 
receptores endógenos con el sufijo anglosajón “-like” (“P2X1-like”, “P2Y2-like”, etc.) hasta que 
se apliquen criterios posteriores que corroboren su identificación.
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1.4.- Receptores ionotrópicos P2X.
Los receptores P2X son canales iónicos activados por ligando que median la 
despolarización de la membrana por la entrada de cationes de pequeño tamaño como  Ca2+, Na+ 
o K+, y que se activan por la unión del ATP extracelular (North, 2002). Estos receptores están 
expresados a lo largo de todo el organismo y median multitud de procesos que van desde la 
transmisión sináptica excitatoria rápida hasta la coagulación sanguínea.
Desde la década de los 90 se han identificado 7 subunidades de receptores P2X diferentes, 
desde P2X1 a P2X7. Estas subunidades no son funcionales por sí solas y se ensamblan en 
trímeros formando homo- o hetero-oligómeros para dar lugar a canales funcionales (Nicke y cols., 
1998). Igualmente, se han identificado los siete genes que codifican para estas subunidades. Las 
subunidades P2X4 y P2X7 se encuentran codificadas en el mismo cromosoma, concretamente 
en el brazo largo del cromosoma 12 humano. Lo mismo sucede con las subunidades P2X1 y 
P2X5 en el brazo corto del cromosoma 13, mientras que el resto de subunidades se encuentran 
localizadas en cromosomas diferentes. El descubrimiento de nuevas isoformas de estas 
subunidades ha aumentado la diversidad de esta familia de receptores. Este es el caso de las 
isoformas identificadas como consecuencia del procesamiento diferencial en cerebelo de rata, 
cóclea y pituitaria, del receptor P2X2 (Simon y cols., 1997) (Housley y cols., 1998) (Lynch 
y cols., 1999). También se han detectado variantes para los receptores P2X1 (Hardy y cols., 
2000),  P2X4 (Dhulipala y cols., 1998), P2X5 (Le y cols., 1997), P2X6 (Urano y cols., 1997) 
y P2X7, del que se han detectado hasta la fecha 8 variantes  de splicing que pueden variar 
las características estructurales y funcionales del receptor. (Cheewatrakoolpong y cols., 2005) 
(Feng y cols., 2006). Igualmente se han descrito numerosos polimorfismos para el P2X7 que 
afectan a la actividad funcional y a su señalización. En este sentido, cambios en aminoácidos 
clave del P2X7 en linfocitos estan asociados a una perdida de función y a una menor sensibilidad 
a la muerte de estas células en determinados pacientes de leucemia. Por otro lado, la perdida de 
función del receptor asociada a otros polimorfismos disminuye la función de los macrófagos en 
la muerte del microorganismo patógeno (Cabrini y cols., 2005) (Gu y cols., 2004) (Fernando 
y cols., 2007) (Shemon y cols., 2006) (Sellick y cols., 2004) (Young y cols., 2006).  Aunque 
la mayoría de estas variantes no son funcionales por sí mismas, su presencia junto con otras 
subunidades puede alterar la función de otros receptores (Feng y cols., 2006) o formar un 
fenotipo diferente. La presencia de estas múltiples variantes de las subunidades pertenecientes 
a esta familia de receptores, así como la posibilidad de formar distintos hetero-oligómeros, 
como veremos más adelante, contribuye a explicar la gran heterogeneidad observada in vivo 
en las respuestas de estos receptores, al igual que las diferencias existentes entre los receptores 
endógenos y los expresados in vitro. 
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1.4.1.- Estructura de las subunidades P2X.
Los receptores P2X pertenecen a una clase estructural de canales iónicos activados por 
ligando diferente a la de otras familias de receptores,  como los de glutamato (Brake y cols., 
1994) (Valera y cols., 1994) (Surprenant y cols., 1995). Las subunidades P2X varían entre los 
379 aminoácidos de la subunidad P2X6 y los 595 de la subunidad P2X7, y están organizados 
en dos segmentos transmembrana. El primero de estos segmentos transmembrana (TM1), 
tomando como referencia la estructura del receptor P2X1, se extiende desde el aminoácido 30 
del extremo amino terminal hasta el 50, mientras que el segundo (TM2) se sitúa desde el residuo 
330 hasta el 353. Tanto el extremo amino terminal como el carboxilo terminal son citosólicos. 
El extremo N-terminal es de una longitud similar en todas las subunidades y presenta entre 
24 y 31 aminoácidos, mientras que el extremo C-terminal es mucho más variable. En el caso 
de las subunidades P2X1, 3, 4, 5 y 6, presenta un tamaño más corto, contando el P2X6 con 
únicamente 27 aminoácidos. La subunidad P2X2 en cambio muestra un extremo C-terminal de 
120 aminoácidos, involucrado en la interacción con otros receptores, como los de serotonina, 
los canales nicotínicos α4β2  y  los de rho1/GABA  (Barajas-Lopez y cols., 2002) (Boue-
Grabot y cols., 2004; Khakh y cols., 2005), mientras que la P2X7 alcanza 240 aminoácidos 
y posee en este extremo numerosas secuencias para la interacción con otras proteínas (Kim y 
cols., 2001) (Murrell-Lagnado y Qureshi, 2008). Aproximadamente entre el 50 y el 70% de la 
estructura de estas subunidades, lo forma un bucle extracelular situado entre los dos segmentos 
transmembrana. Este bucle posee alrededor de 280 aminoácidos, 93 de los cuáles se encuentran 
altamente conservados en, al menos, 6 subunidades P2X y podrían participar en la unión del 
ligando (Vial y cols., 2004a). En esta región se encuentran también altamente conservadas 10 
residuos de cisteína que contribuyen a la estabilización de la estructura terciaria de las proteínas 
a través de la formación de puentes disulfuro. El dominio extracelular de los receptores cuenta 
también con numerosos sitios de glicosilación necesarios para la inserción de las proteínas en 
la membrana plasmática y para la regulación de la potencia del ligando (Torres y cols., 1998) 
(Hu y cols., 2002) (Rettinger y cols., 2000).
Como se muestra en la figura 2, perteneciente al esquema de la subunidad P2X1, los 
residuos cargados positivamente Lys68, Arg292 y Lys309, cercanos al vestíbulo del poro iónico, 
serían los responsables de la unión de los fosfatos de ATP, aunque no resultarían esenciales para 
las acciones mediadas por el ligando (Ennion y cols., 2000) (Jiang y cols., 2000b). A su vez, 
el ATP, generalmente está asociado con el magnesio en el medio extracelular, por lo que los 
residuos cargados negativamente podrían contribuir a la unión del ATP vía su interacción con 
el magnesio. Los aminoácidos aromáticos están asociados al reconocimiento de nucleótidos en 
proteínas de unión a ATP (Tanner y cols., 2003). Estos aminoácidos presentes también en el 
domino extracelular (Phe185 y Phe291) serían responsables de coordinar la unión del anillo de 
adenina del ATP (Roberts y Evans, 2004). El aminoácido Asn290 también parece ser importante 
y colaborar el la unión del ATP (Roberts y Evans, 2007). Es importante tener en cuenta que 
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existen diferencias estructurales entre subunidades, lo que origina las diferencias farmacológicas 
que pueden darse como consecuencia de la interacción entre las zonas conservadas de los P2X 
y las regiones más específicas de cada subunidad. Esto supone un ajuste mucho más fino de las 
características de cada subunidad (Roberts y cols., 2006).
1.4.2.- Oligomerización de las subunidades P2X.
Los dos segmentos transmembrana que presentan las subunidades P2X no son capaces, 
por sí mismos, de formar un poro iónico, lo que sugiere que las distintas subunidades se asocian 
para formar un canal funcional. No se ha determinado aun el dominio que controla la especificidad 
en las interacciones entre subunidades, ya que las imágenes de alta resolución obtenidas por el 
sistema ASIC muestran múltiples interacciones entre subunidades. En estas interacciones está 
particularmente involucrada la lámina β situada en los ectodominios y dominios transmembrana, 
siendo menor la participación de los extremos N y C-terminal (Torres y cols., 1999), aunque 
Residuos implicados
en flexibilidad
Residuos implicados
en regulación por pH
Residuos implicados
en unión a metales
Adenina
Ribosa
Extracelular
intracelular
Región conservada
de fosforilación por 
PKC
Extremo C-terminal
de longitud variable
(27-239aa)
Dominio de tráfico
a membrana
Figura 2.- Modelo estructural de la subunidad P2X1. Se muestra los extremos C y N-terminal, el dominio 
extracelular y los dominios transmembrana (TM1 y TM2). Los aminoácidos conservados se muestran en rojo, 
mientras que los verdes o naranjas  corresponden a los aminoácidos identificados por mutagénesis en P2X2 y 
P2X4. Se muestra la región conservada de interacción con PKC en el extremo N-terminal y la región presente en 
el extremo C-terminal, de longitud variable, que esta implicada en el transporte a membrana. Igualmente aparecen 
indicados los aminoácidos implicados en el reconocimiento de ATP, regulación por PH, por metales o en los 
cambios conformacionales del receptor (flexibilidad). Imagen modificada de Vial y cols, 2004.
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esto puede variar en función de las distintas subunidades. 
En cuanto al número de subunidades necesarias para la formación de un canal funcional, 
los estudios dirigidos en esta dirección detectaron que estos receptores se agrupaban en 
trímeros (Nicke y cols., 1998) (Aschrafi y cols., 2004) (Nagaya y cols., 2005). Los últimos 
estudios realizados utilizando microscopía de fuerza atómica, microscopía electrónica, sistemas 
de imagen ASIC, o  por medio de la utilización de anticuerpos que permiten observar la 
conformación de las subunidades, han determinado que la estructura coincide con un trímero, 
en forma de pirámide invertida y con un volumen de 409 nm3, próximo a lo esperado para un 
receptor trimérico (473 nm3) (Barrera y cols., 2005) (Nakazawa y cols., 2005) (Mio y cols., 
2005) (Jasti y cols., 2007).  
Cada una de las subunidades de los P2X puede ensamblar entre sí para formar homómeros 
compuestos por subunidades idénticas, aunque en el caso de las subunidades P2X5 y P2X6, esta 
interacción presenta mayor dificultad (King y cols., 2000) (Wildman y cols., 2002) (Barrera 
y cols., 2005). Las distintas subunidades pueden interaccionar entre sí, a través del segundo 
dominio transmembrana TM2, para formar heterooligómeros, como se muestra en la figura   5 
(Torres y cols., 1999) habiéndose descrito heterooligórmeros P2X1/P2X2, P2X1/P2X4, P2X1/
P2X5, P2X2/P2X3, P2X2/P2X6,  P2X4/P2X5, P2X4/P2X6 (Roberts y cols., 2006). Una mayor 
controversia aparece con respecto a la subunidad P2X7, de la que durante mucho tiempo se 
ha postulado que únicamente formaba homooligómeros. En los últimos años se han llevado a 
cabo estudios que indican que las subunidades P2X4 y P2X7 podrían coensamblar y formar 
Dilatación de poro 
e interacción con PKC
Interacción con canales iónicos 
activados por ligando
Interacción con dominios
ricos en prolina y con β-III tubulina
Fosforilación en tirosina
Dominio de estabilización en membrana y de interacción
con múltiples cascadas de señalización
Dominio de interacción con lipidos
implicado en endocitósis
(R578-K579)
Motivo endocítico
YxxGL (378-382 aa)
A)
B)
C)
D)
Figura 3.- Diversidad y funcionalidad del dominio C-terminal intracelular de las subunidades P2X. 
Representación del dominio TM2 y del extremo C-terminal de los receptores P2X1, P2X2, P2X4 y P2X7, 
indicándose los dominios o residuos implicados en sus distintas funciones. Imagen modificada de Vial y cols, 
2004.
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interacciones funcionales (Guo y cols., 2007), aunque otros trabajos en varios tejidos indican 
que estos trímeros no son estables o no representan un porcentaje significativo en los modelos 
estudiados (Nicke, 2008).
Como hemos indicado anteriormente en este apartado, las características  farmacológicas 
vienen determinadas por las subunidades que forman el receptor. En estos receptores 
heteroméricos las características pueden venir determinadas por una de las subunidades que lo 
forman, o ser una combinación de las características de las distintas subunidades integrantes del 
receptor. De la misma forma, es muy usual que en el mismo tejido o tipo celular se coexpresen 
diversas subunidades P2X sin que se conozca con exactitud la composición de los receptores 
 Imagen AFM para el P2X2
TM
1 
(a
zu
l)
TM2 (rojo)
Subunidad P2X
ESTRUCTURA TRIMERICA PROPUESTA PARA LOS P2XA)
B)
Figura 4.- Estructura de los receptores P2X. A) Disposición de los dominios transmembrana en la estructura 
trimérica  propuesta para los P2X y basada en la estructuras descritas para los canales ASIC1 por (Jasti y cols., 
2007). B) La imagen de microscopía de fuerza atómica (AFM) tomada de la página web del departamento de 
farmacología de la Universidad de Cambridge muestra un receptor P2X2 unido a dos moléculas de anticuerpo 
específico para este receptor (partículas más pequeñas). El ángulo formado entre las dos moléculas de anticuerpo 
y el receptor es de 120º lo que indica que el receptor está formado por 3 subunidades. La imagen corresponde a un 
tamaño de 30 nm cuadrados. 
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endógenos. Igualmente, durante el desarrollo se producen cambios en la expresión de las 
distintas subunidades en distintos órganos o sistemas, como en el sistema nervioso, el tracto 
intestinal, la cóclea, el hígado, o las células del sistema inmune (Xiang y Burnstock, 2005a) 
(Giaroni y cols., 2006) (Huang y cols., 2006) (Xiang y cols., 2006b) (Heine y cols., 2007).
1.4.3.- Características funcionales de los receptores P2X.
Los diferentes receptores P2X pueden ser diferenciados en función de su respuesta, de 
su afinidad por agonistas y antagonistas, y de su sensibilidad a la modulación por determinados 
elementos como el Ca2+ y Mg2+ extracelulares, los protones o el zinc (Roberts y cols., 2006). 
(tabla tal de Roberts). La estimulación de los receptores P2X produce la entrada rápida, en 
orden de milisegundos, y no selectiva de cationes Ca2+, Na+ o K+, siendo además el receptor 
P2X5 selectivamente permeable al Cl- (Bo y cols., 2003). La permeabilidad relativa para cada 
uno de estos iones varía en función de la subunidad P2X implicada. La apertura del canal genera 
la despolarización de la membrana y la duración de la respuesta varía en función del receptor 
implicado.  En este sentido los receptores P2X1 y P2X3 son los que más rápido pierden la 
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III
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  P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7 
P2X1 + + + - + + - 
P2X2   + + - + + - 
P2X3     + - + - - 
P2X4       + + + + 
P2X5         + + - 
P2X6           - - 
P2X7       +     + 
 
respuesta en presencia continuada del agonista (desensibilización), cayendo dicha respuesta en 
un 90% en 1-2 segundos. Esta desensibilización se produce como consecuencia de la formación 
de una forma cerrada unida al agonista, requiriéndose varios minutos de lavado para recobrar la 
funcionalidad completa (Rettinger y Schmalzing, 2003). Las respuestas de los otros receptores 
P2X son mucho más sostenidas, situándose en el extremo contrario el receptor P2X7, cuya 
respuesta se mantiene durante minutos (North, 2002). 
Los estudios de la apertura del canal y la conductividad de iones en estos receptores, indican 
Figura 5.- Posibles combinaciones en los receptores P2X heterotriméricos. La tabla indica las distintas 
subunidades que se combinan para dar lugar la estructura trimérica del receptor P2X, como vemos en la 
representación esquemática. Es importante destacar que aunque en la figura aparecen tres subunidades diferentes, 
hasta ahora sólo se han identificado heterotrímeros formados por 2 subunidades distintas. Los datos han sido 
obtenidos de obtenidos de Torres y cols, 1999 y Guo y cols 2007.
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que ambos dominios transmembrana colaboran en la formación del poro iónico, e igualmente 
han sido identificados los residuos que dirigen la conducción iónica (Egan y cols., 2004). Las 
variaciones de las corrientes generadas por los diferentes receptores se deben a diferentes 
aperturas del poro iónico y están mediadas por residuos tanto del dominio extracelular, como 
de los dominios transmembrana e intracelular. Otros estudios han determinado que en particular 
tres aminoácidos del TM1 (Ile44, Cis45, Met49), cercanos a la zona extracelular, contribuyen 
a la regulación de la apertura del canal como consecuencia de la unión del ligando (Haines y 
cols., 2001). El dominio intracelular también colabora en la regulación de la apertura del canal y 
la permeabilidad iónica, por ejemplo las mutaciones que eliminan la secuencia de unión a PKC, 
presente en la zona N-terminal del receptor y que se encuentra constitutivamente fosforilada, 
puede aumentar la velocidad de desensibilización en ciertas isoformas. Esto pone de manifiesto 
que el extremo N-terminal participa directamente en la regulación de la conductividad iónica a 
través de estos canales (Boue-Grabot y cols., 2000) (Ennion y Evans, 2002) (Liu y cols., 2003). 
En cuanto al extremo C-terminal, conserva en todas las isoformas un motivo YxxxxK, cercano 
al TM2 que está asociado al correcto transporte del receptor a la membrana, y a la internalización 
y mantenimiento de su expresión en la superficie celular (Chaumont y cols., 2004) (Bobanovic 
y cols., 2002). Esta región también participa en la estabilidad de la apertura del canal (Zemkova 
y cols., 2004) (Stojilkovic y cols., 2005), y estudios de mutagénesis sugieren también que puede 
estar relacionada con la regulación de la apertura en sí y de las propiedades del poro de estos 
receptores (Eickhorst y cols., 2002).
1.4.4. Modulación de los receptores P2X
Los receptores P2X están modulados alostéricamente por los protones extracelulares, 
los cationes divalentes y una variedad de metales, como el Cu2+ y el Zn2+ (Brown y cols., 2002). 
La regulación por el  pH parece estar mediada por los residuos de histidina cercanos a la región 
asociada a la unión del ATP, como los residuos His319 y His286 del receptor P2X2 de ratón y 
P2X4 de humano, respectivamente (Clyne y cols., 2002a) (Clarke y cols., 2000), o los residuos 
His62 y Asp197 en el ectodominio del receptor P2X7 de rata (Liu y cols., 2008a). Los puentes 
disulfuro altamente conservados en la región extracelular participan en la regulación que el zinc 
ejerce sobre receptores como el P2X2 (Clyne y cols., 2002b). Además, determinados residuos 
de histidina del dominio extracelular, como la His140 del receptor P2X4, participan también 
en la acción reguladora del cobre sobre estos receptores (Coddou y cols., 2003). Los residuos 
His85 y 219, Lis110 y 137 y sobre todo, Asp197,  participan asimismo en la inhibición del 
receptor P2X7 por parte del cobre y el zinc (Liu y cols., 2008b).
La unión del ligando produce, en ocasiones, cambios conformacionales en los receptores 
(Jin y cols., 2003). Es muy posible que movimientos semejantes se den en el dominio extracelular 
de los P2X y coordinen la unión de alta afinidad de los grupos adenina y trifosfato del ATP a estos 
receptores, lo que explicaría la selectividad de los P2X por determinados ligandos. En varios 
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receptores P2X, existen residuos conservados de prolina y glicina en la región extracelular, 
que podrían dotar de flexibilidad y estar implicados en cambios conformacionales del dominio 
extracelular con respecto a la unión del agonista (Nakazawa y Ohno, 1999) (Nakazawa y cols., 
2004).
Los receptores P2X también pueden modularse a través de acciones sobre su dominio 
intracelular. Las fosforilaciones en serina, treonina o tirosina en determinadas zonas de este 
dominio intracelular P2X resulta un importante mecanismo de regulación de la actividad de los 
receptores. El extremo N-terminal, como hemos indicado anteriormente, presenta una zona de 
interacción con PKC, que fosforila residuos de Treonina regulando la desensibilización de los 
receptores, como en el caso del P2X2 o el P2X1 (Toth-Zsamboki y cols., 2002) (Ennion y Evans, 
2002) (Boue-Grabot y cols., 2000). Igualmente en el extremo N-terminal se encuentran residuos 
de Tirosina altamente conservados, cuya alteración por medio de estudios de mutagénesis en el 
receptor P2X1 suponen una alteración importante, disminuyendo o anulando completamente la 
funcionalidad del receptor (Toth-Zsamboki y cols., 2002). Otro residuo que resulta fosforilado 
es el de Tyr343, que se encuentra en la zona de transición entre el TM2 y el C-terminal del 
P2X7, y su defosforilación tras la activación del canal lleva a una reducción de la duración 
de la respuesta (Kim y cols., 2001). Los receptores P2X también pueden verse regulados por 
fosforilaciones y defosforilaciones llevadas a cabo por quinasas y fosfatasas, como por ejemplo, 
la PKA, que inhibe el P2X2 (Chow y Wang, 1998), la CaMKII que potencia la respuesta a ATP 
aumentando el tráfico de receptores (Xu y Huang, 2004), la propia PKC activada por otros 
receptores (Boue-Grabot y cols., 2000) o la defosforilación, implicada en la activación tras el 
reconocimiento del ligando, llevada a cabo por la tirosina-fosfatasa (RPTPβ) sobre el receptor 
P2X7 (Kim y cols., 2001). 
La actividad de otros receptores puede modular igualmente la respuesta de los receptores 
P2X, como es el caso de determinados receptores acoplados a proteínas G. Entre ellos se 
encuentran los receptores de serotonina, glutamato (mGlurR1α), y los propios receptores 
nucleotídicos P2Y1 y  el P2Y2, que modulan el receptor P2X1. El receptor P2Y1 es capaz de 
inhibir al receptor P2X3, facilitando su desensibilización, vía proteínas G, en neuronas del 
ganglio dorsal de médula espinal y en células HEK293 (Gerevich y cols., 2005) (Gerevich y cols., 
2007). También modulan a estos receptores los canales iónicos nicotínicos, o la estimulación de 
la sustancia P y la bradikinina, que ejercen su acción sobre los receptores P2X3 y P2X2/P2X3 
(Nakazawa y cols., 1994) (Nakazawa y cols., 1991) (Vial y cols., 2004b) (Ase y cols., 2005) 
(Paukert y cols., 2001). La activación de estos receptores modula la actividad de los P2X a través 
de su dominio intracelular. La interacción con otros receptores también puede tener lugar a nivel 
proteína-proteína, como es el caso de los receptores de serotonina, que inhiben los receptores 
P2X3 (Barajas-Lopez y cols., 2002), los nicotínicos α4β2, que interaccionan con los receptores 
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P2X2 a través de las subunidades β2 y cuya co-activación lleva a una inhibición recíproca de 
ambos receptores (Khakh y cols., 2005). De manera similar, los rho1/GABA interaccionan 
con el receptor P2X2 a través del extremo C-terminal de este último, y al igual que ocurre con 
los receptores nicotínicos y de serotonina, la activación de uno de estos receptores induce la 
inhibición del otro y viceversa (Boue-Grabot y cols., 2004). 
En nuestro grupo de trabajo también se ha estudiado la modulación  de los receptores 
P2X  por parte de la actividad de los canales presinápticos de GABAB en terminaciones nerviosas 
de cerebro medio de rata. Igualmente los receptores colinérgicos nicotínicos también modulan 
la actividad de los P2X en un proceso en el que se requiere la activación de la proteína CaMKII. 
(Gomez-Villafuertes y cols., 2004) (Gomez-Villafuertes y cols., 2003; Diaz-Hernandez y cols., 
2006).
Por último, la actividad de los receptores P2X también puede verse modulada por la 
interacción con otras proteínas que pueden modificar la funcionalidad del receptor como se 
ha descrito para el P2X2 (Gendreau y cols., 2003), P2X4 (Royle y cols., 2002) y sobre todo 
para el P2X7, que puede interaccionar, a través de su extremo C-terminal, con varias proteínas 
entre las que se ha propuesto la laminina α3, la integrina β2, la tirosina-fosfatasa β (RPTPβ), 
la α-actinina 4, la β-actina, la supervillina, 3 proteínas de choque térmico (Hsp90, Hsp70 y 
Hsc71), la fosfatidilinositol  4 quinasa (PI4K) y la guanilato quinasa P55 asociada a membrana 
(MAGuK) (Kim y cols., 2001). También se encuentra en el extremo C-terminal de este receptor 
una secuencia de unión a lípidos similar a la secuencia de unión a lipopolisacárido encontrada 
en otras proteínas. Esta región parece estar involucrada en el transporte a membrana y en la 
funcionalidad del receptor (Denlinger y cols., 2001).
1.4.5.- Farmacología de los receptores P2X.
Las herramientas farmacológicas disponibles a la hora de discriminar entre los diferentes 
receptores P2X son en muchos casos muy limitadas, e incluso existen agonistas y antagonistas 
que, a las mismas concentraciones, pueden actuar tanto sobre receptores P2X como P2Y.
En general pueden distinguirse dos grandes grupos en la familia de los receptores P2X. 
Por una parte se encuentra el grupo formado por los receptores P2X1 y P2X3, que se caracterizan 
por presentar una cinética de desensibilización rápida, y por ser activados por el análogo α,β-
meATP, presentando también una elevada afinidad por el ATP. El otro grupo engloba al resto 
de receptores, P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7, que presentan una cinética de sensibilización 
lenta, son insensibles al α,β-meATP y presentan una EC50 más elevada para el ATP. Las curvas 
de dosis-respuesta para los receptores P2X expresados en sistemas heterólogos muestran que 
la EC50 para el ATP varía desde concentraciones submicromolares (EC50 ~ 0,1 µM, P2X1,3), 
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hasta el micromolar bajo (EC50 = 10 µM, P2X2,4,6) (Khakh y cols., 2001)  (North, 2002), 
siendo el P2X7 el que presenta menor afinidad para el ATP, con una EC50 elevada (123µM). 
Otros nucleósidos trifosfato (CTP, GTP) pueden actuar sobre diversos subtipos de receptores 
P2X, pero con menor potencia que el ATP, como es el caso del CTP que parece funcionar como 
agonista para el P2X4 (Garcia-Guzman y cols., 1997).  Lo mismo ocurre con los diadenosina 
polifosfato, que presentan una afinidad muy similar para todos los P2X. Otros ligandos como el 
ADP, AMP o los nucleótidos de uracilo son malos agonistas o resultan inactivos.
Existen también una serie de análogos de nucleótidos sintéticos que pueden activar a 
estos receptores, como el 2MeSATP, que es un buen agonista para todos los receptores P2X y 
algunos receptores P2Y, o el BzATP que es 10-30 veces más potente que el ATP para activar el 
receptor P2X7 (Gonzalez y cols., 1989) (El-Sherif y cols., 2001). Es importante destacar que 
la afinidad de los receptores por los diferentes agonistas o antagonistas puede variar entre las 
distintas especies (Young y cols., 2007), como el caso del receptor P2X7 que en humano y en 
rata presenta una afinidad 10 veces superior a los agonistas ATP y BzATP en comparación con 
el receptor P2X7 murino. Lo mismo ocurre con antagonistas como la isoquinolina 1-[N,O-
bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina (KN-62), que inhibe el receptor 
P2X7 humano (IC50 = 34 nM) pero es inactivo en rata (Humphreys y cols., 1998).
A continuación detallaremos las características farmacológicas de los receptores P2X 
identificados hasta la fecha.
Receptores homoméricos.
Receptores homoméricos P2X1.
Agonistas y antagonistas. Los receptores P2X1 son activados  por ATP y α,β-meATP 
(Valera y cols., 1994) y también por BzATP (Evans y cols., 1995) (Bianchi y cols., 1999). En 
cuanto a los antagonistas, los receptores homoméricos P2X1 son bloqueados por suramina y 
PPADS (Evans y cols., 1995)  aunque su efecto no es exclusivo de este receptor, pues la mayoría 
de las restantes subunidades P2X, así como algún receptor P2Y, también son bloqueados por estos 
antagonistas. En los últimos años se han desarrollado análogos de la suramina y del PPADS que 
parecen ser selectivos para estas subunidades, como son el NF449 o el MRS2257 (Braun y cols., 
2001) (Jacobson y cols., 2002). Ambos antagonistas actúan únicamente sobre las subunidades 
P2X1 y P2X3. Los compuestos trinitrofenol-derivados, como el 2´,3-O-(2´,4´,6´)-trinitrofenil-
ATP (TNP-ATP), también antagonizan el efecto del receptor P2X1, pero no sólo de éste, al igual 
que la suramina y el PPADS, sino de la mayoría de las subunidades P2X. Sin embargo, son unas 
1000 veces más potentes sobre los receptores homoméricos P2X1, P2X3 y P2X2/P2X3 (IC50 = 
0.3 - 1nM) que sobre el resto de los receptores P2X, lo que puede servir para su discriminación 
(Thomas y cols., 1998) (Virginio y cols., 1998b). El diinosina pentafosfato, Ip5I, fue sintetizado 
originariamente en nuestro laboratorio y resultó ser un bloqueante muy potente del receptor 
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P2X1 y, en menor medida, del receptor P2X3 (IC50 = 3nM y 3µM, respectivamente) (King y 
cols., 1999) (Dunn y cols., 2000) (Hoyle y cols., 1997). Igualmente este receptor es sensible a 
la inhibición por la acción de los cationes divalentes (ver tabla 2).
Desensibilización y/o inactivación. Los receptores P2X1 sufren una rápida 
desensibilización cuando se produce una aplicación continuada del agonista en más de 100 - 
300 ms. Además, la recuperación del canal es extremadamente lenta (North, 2002).
Receptores homoméricos P2X2:
Agonistas y antagonistas. Los receptores P2X2 son insensibles a la acción del  α,β-
meATP. Hasta ahora, aparte del ATP, no se conocen otros agonistas o antagonistas selectivos 
para este receptor. Sí está aceptado que la acción del ATP sobre él se potencia por protones y por 
bajas concentraciones de iones cinc y cobre (King y cols., 1997) (Wildman y cols., 1998) (Ding 
y Sachs, 1999). Al igual que ocurre con otros receptores P2X, es modulado negativamente, de 
una forma rápida, por algunos cationes divalentes como el Mn2+, Mg2+, Ca2+ y Ba2+ (Ding y 
Sachs, 2000). Esta propiedad es utilizada en muchas ocasiones para diferenciar este receptor del 
resto de las subunidades P2X. El Brilliant Blue G (BBG), o-ATP y TNT-ATP son bloqueantes 
no selectivos de este receptor (Evans y cols., 1995) (Jiang y cols., 2000a).
Desensibilización y/o inactivación. La desensibilización de los receptores P2X2 es 
bastante lenta (la corriente no declina hasta que transcurren varias decenas de segundos en 
presencia del agonista). En comparación con los receptores P2X1 y P2X3, se les considera no 
desensibilizantes (Collo y cols., 1996) (Brake y cols., 1994).
Receptores homoméricos P2X3:
Agonistas y antagonistas. La alta afinidad del receptor P2X3 por el ATP y el α,β-meATP 
hacen que esta subunidad sea difícil de diferenciar del P2X1. El 2-MeSATP es un agonista igual 
(Lewis y cols., 1995) o incluso más potente (Garcia-Guzman y cols., 1997) que el ATP. En 
algunos sistemas las acciones del ATP, mediadas por el receptor P2X3, se han visto potenciadas 
por la presencia de cinc y Cibacron Blue (Wildman y cols., 1998) (King, 2003). De igual 
manera que ocurre con los agonistas, este receptor comparte la selectividad con el P2X1 por los 
mismos antagonistas, lo que complica aún más la diferenciación de estos dos receptores. Son 
antagonizados por suramina, PPADS y TNT-ATP al igual que por diinosina pentafosfato, Ip5I 
(King y cols., 1999) (Dunn y cols., 2000). A diferencia del receptor P2X2, no se bloquea por 
calcio extracelular (Virginio y cols., 1998a).
Desensibilización y/o inactivación. De la misma forma que el P2X1 sufre una rápida 
desensibilización en presencia del ATP, aunque las corrientes pueden mantenerse varios 
segundos si la concentración del agonista es muy baja (<300 nM). La recuperación es también 
muy lenta, aunque puede acelerarse si el medio contiene iones Ca2+ (Lewis y cols., 1995).
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Receptores homoméricos P2X4:
Agonistas y antagonistas. Los receptores P2X4 comparten algunas características con 
el receptor P2X2, en el aspecto de que son sensibles a ATP pero no a α,β-meATP. En cambio 
presentan como rasgo diferencial su potenciación, mediante modulación alostérica, por la 
ivermectina (Krause y cols., 1998), anestésicos como el Propofol, o  el Cibacron Blue (uno de los 
isómeros del Azul Reactivo 2) (Miller y cols., 1998). El zinc también incrementa las corrientes 
de este receptor, a diferencia del cobre, que no produce efecto alguno sobre éstas (Xiong y cols., 
1999). En cuanto a los antagonistas, este receptor se caracteriza por ser insensible a PPADS y 
suramina en rata (Buell y cols., 1996) (Soto y cols., 1996b). En humano, este receptor parece ser 
más sensible al bloqueo por PPADS, mientras que en ratón hay indicios contradictorios sobre el 
efecto del PPADS, habiéndose descrito tanto la potenciación como el bloqueo del receptor por 
la acción de este antagonista. (Townsend-Nicholson y cols., 1999) (Jones y cols., 2000).
Desensibilización y/o inactivación. La desensibilización del receptor P2X4 es intermedia 
a la observada entre las subunidades P2X1 y P2X2 (Wang y cols., 1996) (Seguela y cols., 1996) 
(Garcia-Guzman y cols., 1997).
Receptores homoméricos P2X5.
Agonistas y antagonistas. Los receptores P2X5 se caracterizan porque su activación 
por ATP produce corrientes de muy baja amplitud si se comparan con las observadas para las 
subunidades P2X1, P2X2, P2X3 y P2X4 en condiciones similares. Son bloqueados por PPADS 
y suramina a concentraciones similares a las del receptor P2X2 (King, 2003) (Burnstock, 
2007a) (Burnstock, 2007b). Además también son  modulados por el Zn, que potencia las 
respuestas cuando se emplea a concentraciones bajas, mientras que a concentraciones altas 
inhibe totalmente al receptor. Al igual que ocurre con el receptor P2X2, son modulados por el 
pH (Wildman y cols., 2002)
Desensibilización y/o inactivación. La desensibilización es lenta tras la activación por 
ATP (North, 2002) (Wildman y cols., 2002).
Receptores homoméricos P2X6.
Agonistas y antagonistas. La caracterización farmacológica de los receptores P2X6 
se ha visto frenada por la dificultad que existía en expresar funcionalmente este receptor en 
sistemas heterólogos, como oocitos o células HEK293 (Le y cols., 1998) (Torres y cols., 1999) 
(North, 2002), esto hizo pensar que estas subunidades no formaban receptores funcionales. Sin 
embargo, recientemente se ha descrito que es posible obtener homómeros funcionales en un 
número limitado de células, siendo vital en su funcionalidad las glicosilaciones que sufre este 
receptor (Jones y cols., 2004) (Kennedy, 2005). De esta manera se ha determinado que estos 
receptores son sensibles tanto a  ATP como a α,β-meATP, actuando ambos agonistas con igual 
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potencia. En cuanto a los antagonistas, los receptores P2X6 son sensibles a PPADS (IC50 = 
22µM) y TNP-ATP (IC50 = 22µM) y no se ven afectados por la suramina.
Desensibilización y/o inactivación: El receptor P2X6 de rata expresado en células 
HEK293 sufre una lenta desensibilización tras su activación con ATP (Jones y cols., 2004) 
(Kennedy, 2005).
Receptores homoméricos P2X7.
Agonistas y antagonistas. El P2X7 se diferencia de los otros receptores principalmente 
por su extremo C-terminal extremadamente largo y por su baja afinidad por el ATP (Surprenant y 
cols., 1996). Este receptor también puede ser activado por BzATP, siendo éste agonista unas 10-
30 veces más potente que el propio ATP (Young y cols., 2007), aunque no de forma exclusiva, 
ya que otros receptores P2X muestran una afinidad semejante por este agonista (Bianchi y 
cols., 1999). Lo que sí es característico de este receptor es la potenciación de sus respuestas 
cuando en el medio extracelular se reduce la presencia de cationes divalentes, como el calcio 
o el magnesio (Surprenant y cols., 1996) (Virginio y cols., 1997). Estas observaciones indican 
que, o bien es la forma ATP4- el ligando activo de esta subunidad, o que los cationes divalentes 
son capaces de inhibir dicho receptor alostéricamente (Virginio y cols., 1997). Esto se refuerza 
con la sensibilidad que muestra el P2X7 a la inhibición por calcio, magnesio, cinc, cobre y 
protones. El ATP oxidado (o-ATP) es un antagonista irreversible, empleado a concentraciones 
entre, 0,1 - 0,3 mM, (Murgia y cols., 1993) (Di Virgilio, 2003) pero no es selectivo, pues a 
dichas concentraciones también es capaz de bloquear otras subunidades como P2X1 y P2X2, 
aunque de manera parcial y reversible (Evans y cols., 1995). El antagonista más potente y 
que mejor permite diferenciar el receptor P2X7 es el BBG (IC50 ~ 10-15nM), sobre todo en 
rata,  mientras que en humano su efectividad es mucho menor (IC50 ≥ 10µM), siendo la IC50 de 
100nM en el caso del ratón (Jiang y cols., 2000a) (Young y cols., 2007). Recientemente han 
aparecido dos nuevos antagonistas selectivos para esta subunidad, A-740003 y A-438070, de 
los laboratorios Abbot, cuyo funcionamiento se ha descrito, tanto en rata como en humano, en 
el rango nanomolar alto (Honore y cols., 2006) (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007). El P2X7 es 
igualmente sensible a PPADS y suramina (North, 2002),  aunque en roedores,  este último no 
tiene efecto alguno hasta concentraciones del orden de 300 µM. Otros bloqueantes, como el 
KN-62 (conocido como inhibidor de la calcio/calmodulina proteína quinasa tipo II, CaMKII), 
ejercen su efecto en función de la especie, bloqueando el receptor P2X7 humano, pero no el de 
rata (Humphreys y cols., 1998).
Desensibilización y/o inactivación.  El P2X7 es el receptor que menos se desensibiliza 
y sus corrientes se mantienen en presencia de ATP y BzATP durante aplicaciones prolongadas. 
Además, las aplicaciones de larga duración a veces van acompañadas de incrementos en la 
amplitud de la corriente (North, 2002) (Virginio y cols., 1999) (Surprenant y cols., 1996).
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Receptores P2X heteroméricos. 
Hasta la fecha se han descrito 8 heterooligómeros para los receptores P2X. Estos 
heterooligómeros modifican la función, farmacología y expresión de los receptores, 
incrementando la diversidad de la familia de receptores P2X.  Sin embargo, la mayoría de los 
estudios han sido llevados a cabo en sistemas de sobreexpresión de receptores en oocitos de 
Xenopus o en líneas celulares de mamíferos. Esto hace que en muchos casos, no se conozca si 
los heterómeros se expresan realmente en condiciones fisiológicas. Por ello describiremos las 
características de estos receptores siguiendo las agrupaciones realizadas por Murrell-Lagnado y 
Qureshi (2008), en función de la naturaleza de las pruebas obtenidas para cada receptor.
Grupo 1: 
En este grupo se muestra al único receptor heteromérico P2X del que se han obtenido 
pruebas claras de su relevancia fisiológica.
Receptor P2X2/P2X3.
Este receptor muestra características farmacológicas intermedias de ambas subunidades, 
siendo activado por α,β-meATP, como el P2X3, pero mostrando una cinética de desensibilización 
lenta, como el P2X2. El receptor P2X3 es el de distribución más restrictiva de toda la familia, 
pero se ha encontrado coexpresado con el P2X2 en neuronas sensoriales (Kobayashi y cols., 
2005). Igualmente se han identificado corrientes características de este receptor en neuronas 
de los ganglios cervicales superiores, del dorsal de la médula espinal, nudosos o celíacos, y 
se han coinmunoprecipitado estas subunidades en sistemas heterólogos. Otros estudios han 
encontrado que la expresión de las subunidades P2X3 es capaz de rescatar a los mutantes P2X2 
no funcionales y con transporte alterado (Wilkinson y cols., 2006) (Chaumont y cols., 2004), y 
también se ha demostrado que estos trímeros se ensamblan a razón de dos subunidades de P2X3 
por una de P2X2 (Jiang y cols., 2003a).
Grupo 2.
En este grupo se incluyen los heterómeros de los que se ha demostrado que pueden 
coensamblar y formar un receptor funcional pero que únicamente han sido descritos en sistemas 
de sobreexpresión heteróloga.
Receptor P2X2/P2X6.
Los receptores P2X2, P2X4 y P2X6 se encuentran coexpresados en varias regiones 
del sistema nervioso central, sobre todo en las espinas dendríticas cerca de las zonas de 
especialización postsináptica (Rubio y Soto, 2001). La colocalización observada en sistemas 
nativos, así como la coinmunoprecipitación en sistemas heterólogos sugiere que estos receptores 
pueden coensamblar (Torres y cols., 1999). Las respuestas de los receptores P2X2/P2X6 son 
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difíciles de distinguir de las del P2X2 homomérico aunque la presencia de la subunidad P2X6 
incrementa la permeabilidad del receptor P2X2 al calcio en un 50% (Le y cols., 1998) (King y 
cols., 2000). A diferencia del receptor P2X2/P2X3, los estudios llevados a cabo con microscopia 
de fuerza atómica (AFM), han revelado que los heterómeros pueden estar formados por 2 
subunidades de P2X2 y una de P2X6, o a la inversa en función de los niveles de expresión de 
las subunidades (Barrera y cols., 2007).
Receptor P2X1/P2X2.
Su estudio se ha basado en sistemas de sobreexpresión en oocitos de Xenopus. Muestran 
en estos sistemas una preferencia a la heteromerización frente a la homomerización al igual que 
una sensibilidad al pH diferente (Brown y cols., 2002) (Aschrafi y cols., 2004). También se ha 
descrito la presencia de un receptor P2X1/P2X2 en neuronas del ganglio cervical (Calvert y 
Evans, 2004).
Receptor P2X1/P2X4.
La subunidad P2X4 es la más ampliamente expresada a lo largo de múltiples tejidos 
y solapa con el P2X1 en músculo liso, microglia y células del sistema inmune  (Xiang y 
Burnstock, 2005b). Los últimos estudios en Xenopus muestran una heteromerización de ambas 
subunidades, siendo el receptor P2X1/P2X4 más sensible a α,β-meATP que el P2X4 y con una 
desensibilización más lenta que el P2X1 (Nicke y cols., 2005).
Grupo 3.
En este grupo se incluyen aquellas subunidades para las que se ha demostrado 
coinmunoprecipitación y evidencias funcionales de interacción pero no se ha demostrado 
directamente la existencia de heterotrímeros.
Receptor P2X1/P2X5.
Ambas subunidades se coexpresan en el asta ventral de la médula espinal y 
coinmunoprecipitan al ser coexpresadas en células HEK 293 (Torres y cols., 1998) (Collo 
y cols., 1996). Funcionalmente muestra una desensibilización bifásica frente al α,β-meATP 
(siendo el P2X5 insensible a este agonista), mientras que se resensibiliza de forma mucho 
más rápida que el P2X1 (Torres y cols., 1998) (Le y cols., 1999). Igualmente, se ha descrito la 
presencia de un receptor P2X1/P2X5 en corteza de ratón (Lalo y cols., 2008)
Receptor P2X4/P2X5.
No hay evidencias funcionales de este heterómero, aunque ambas subunidades 
coinmunoprecipitan cuando se coexpresan en células HEK293 (Torres y cols., 1999). En este 
modelo celular el tráfico de la subunidad P2X5 a la membrana se ve alterado por interacción 
 
Introducción
43
con las subunidades P2X4 (Murrell-lagnado, resultados sin publicar).
Receptor P2X4/P2X6.
Como hemos dicho anteriormente, ambos receptores están coexpresados en el sistema 
nervioso central. En los sistemas heterólogos coinmunoprecipitan y su coexpresión varía la 
distribución del receptor P2X6 (Torres y cols., 1999). Este receptor muestra una sensibilidad 
mayor a antagonistas como la suramina o el azul reactivo 2 (Le y cols., 1998).
Receptor P2X4/P2X7.
El receptor P2X4 se coexpresa junto con el P2X7 en células del sistema inmune, y células 
endoteliales y epilteliales (Murrell-Lagnado y Qureshi, 2008), así como en cerebelo (Hervas 
y cols., 2003) (Marin-Garcia, 2007). Ambos coinmunoprecipitan cuando son expresados en 
sistemas heterólogos, al igual que los receptores endógenos en los macrófagos derivados de 
médula ósea de ratón, donde demostraron características farmacológicas mixtas y diferentes 
de las subunidades nativas (Guo y cols., 2007). Igualmente se han identificado corrientes de un 
receptor nativo semejante al P2X4/P2X7 en células epiteliales de las vías respiratorias (Ma y 
cols., 2006). Sin embargo, alguno de estos estudios indican que cuando ambas subunidades se 
coexpresan en sistemas heterólogos o en su distribución endógena, la forma predominante para 
ambos receptores es la de homotrímeros (Nicke, 2008).
1.4.6.-Distribución tisular y funciones fisiológicas de los receptores P2X.
Los receptores P2X están ampliamente distribuidos a lo largo de todo el organismo, 
coexpresándose en multitud de tejidos. Son muy abundantes en tejidos excitables, como el 
músculo liso o el tejido nervioso, aunque están también expresados en células del sistema 
inmune, plaquetas, endotelio vascular, epitelio respiratorio, y tejidos endocrinos (Ralevic y 
Burnstock, 1998) (Surprenant A, 2008). En el sistema nervioso están expresados tanto en 
neuronas como en glía (North, 2002) (Rubio y Soto, 2001).
El receptor P2X1 fue el primero en clonarse y se expresa abundantemente en músculo liso 
vascular y corazón (Vial y Evans, 2002) (Hansen y cols., 1999). La activación de este receptor 
en plaquetas genera corrientes de entrada de calcio asociadas a cambios en la forma de estas 
células (Rolf y cols., 2001) y podría participar en la formación de trombos bajo determinadas 
condiciones de estrés (Gachet, 2008). El P2X1 participa también en la autoregulación renal, 
ayudando al mantenimiento de un flujo sanguíneo y de una filtración glomerular adecuadas, 
proceso en el que también están implicados los receptores A1 de adenosina (Surprenant A, 
2008). Los estudios realizados con ratones deficientes de P2X1 han puesto de manifiesto que 
estos animales son estériles, debido a la implicación de este receptor en la contracción del vaso 
deferente (Mulryan y cols., 2000).
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En cuanto al sistema nervioso son varios los estudios en los que se ha detectado la 
presencia de este receptor, en neuronas, como las granulares de cerebelo de rata (Hervas y 
cols., 2003)  y ratón (Marin-Garcia, 2007). Estudios realizados en terminaciones presinápticas, 
han involucrado a este receptor como responsable, junto a otros P2X, de la modulación de 
la liberación de glutamato (Shigetomi y Kato, 2004). Este receptor aparece no sólo como 
homómero en sistema nervisoso sino que también se han descrito la presencia de un receptor 
P2X1/P2X5 en corteza de ratón (Lalo y cols., 2008) y de un receptor P2X1/P2X2 en neuronas 
del ganglio cervical (Calvert y Evans, 2004).
El P2X2 participa por su parte en numerosas funciones dentro del sistema nervioso. Está 
asociado a la modulación de la liberación presináptica de glutamato en hipocampo (Khakh y 
cols., 2003), y junto con el receptor P2X4, está involucrado en la despolarización y liberación 
hormonal en la pituitaria (Zemkova y cols., 2007). Otra de las funciones de este receptor es la 
regulación de la respuesta a hipoxia en el cuerpo carotídeo (Rong y cols., 2003), y la modulación 
del potencial endococlear (Housley y cols., 2002) (Munoz y cols., 1999) (Lee y cols., 2001). 
El P2X2 se encuentra expresado junto con el receptor P2X3 en varios tejidos y ambos 
están asociados a la regulación de varias funciones. Al igual que el heterómero P2X2/P2X3, están 
involucrados de forma directa en la transducción de la señal del gusto (Yoshida y cols., 2006) 
(Roper, 2007). Igualmente el ATP puede actuar como transmisor de las vías aferentes auditivas 
a través de la activación de receptores P2X2 y P2X3 (Housley y cols., 2002) (Munoz y cols., 
1999) (Lee y cols., 2001). Ambos receptores participan también en la regulación de la motilidad 
intestinal (Ren y cols., 2003) (Bian y cols., 2003), y el heterómero P2X2/P2X3 participaría 
además en la excitación de las vías aferentes causadas por hipoxia, lo que ha sido comprobado 
con el uso de ratones KO para la subunidad P2X2 (Rong y cols., 2003) (Spyer y cols., 2004). 
El receptor P2X3 está asimismo ampliamente expresado en las neuronas aferentes implicadas 
en la sensación del dolor, participando de manera activa en la recepción del dolor neuropático e 
inflamatorio (Wirkner y cols., 2007a). Por otro lado, la distensión de la vejiga urinaria produce 
la liberación de ATP que activa el receptor P2X3 situado en las vías aferentes presentes en la 
vejiga (Yu y de Groat, 2008) (Ferguson y cols., 1997) (Cockayne y cols., 2000). 
 Las respuestas de calcio obtenidas al estimular con ATP las neuronas de Purkinje de 
cerebelo de rata neonatal estarían mediadas por un receptor compuesto por las subunidades 
P2X2 formando un heterómero P2X2/P2X6 (Mateo y cols., 1998) (Garcia-Lecea y cols., 1999). 
Este receptor cambia la composición de subunidades con el desarrollo, de modo que en el 
adulto se encuentra presente un heterómero P2X4/P2X6 (García-Lecea, 2000). La presencia del 
receptor P2X3 también ha sido descrita en terminaciones sinápticas de cerebro medio (Diaz-
Hernandez y cols., 2001) y en neuronas granulares de cerebelo de rata y ratón (Hervas y cols., 
2003) (Marin-Garcia, 2007).
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El receptor P2X4 está implicado en sistema nervioso en la potenciación a largo plazo en el 
hipocampo, como se desprende de los estudios realizados en ratones KO para P2X4 (Sim y cols., 
2006). Igualmente está implicado en la transmisión del dolor neuropático, incrementándose su 
expresión en la microglia del asta dorsal de la médula espinal en modelos de alodinia inducida 
(Tsuda y cols., 2003). También participa en los incrementos de flujo de calcio y en la producción 
de óxido nítrico en el endotelio vascular, al igual que en la vasodilatación producida por el ATP 
(Yamamoto y cols., 2006). Este receptor también está abundantemente expresado, junto con 
los receptores P2X1 y P2X7 en las células del sistema inmune (Burnstock y Knight, 2004), y 
colocaliza con el receptor P2X6 en las sinapsis de las neuronas piramidales hipocampales y las 
Purkinje en cerebelo (Surprenant A, 2008).
Las subunidades P2X5 y P2X6 encuentran normalmente formando parte de canales 
heteroméricos, aunque también forman receptores homómeros (North, 2002). Las subunidades 
P2X5 son abundantes en el núcleo mesencefálico del trigémino y algo menos en la médula 
espinal (Collo y cols., 1996). Igualmente trabajos recientes han detectado marcaje para el 
receptor P2X5 en numerosas zonas del Sistema Nervioso Central de ratón, como las células 
mitrales del bulbo olfativo, corteza y neuronas de Purkinje de cerebelo, varias zonas de corteza, 
tálamo, hipotálamo y cerebro medio (Guo y cols., 2008). Este receptor también se encuentra 
ampliamente expresado en el hipotálamo de rata, especialmente en las regiones paraventriculares 
y en el núcleo supraóptico (Xiang y cols., 2006a). El receptor P2X5 se expresa, junto con los 
receptores P2X2 y P2X3 en el sistema nervioso entérico, siendo particularmente abundante 
su presencia en los plexos submucoso y mientérico (Ruan y Burnstock, 2005), mientras que 
el receptor P2X6 es muy abundante en músculo esquelético y también ha sido detectado en 
cerebro de rata (Urano y cols., 1997) (Nawa y cols., 1998) (Soto y cols., 1996a).
El receptor P2X7 está expresado en una gran variedad de tejidos y asociado a múltiples 
funciones. El receptor P2X7 está involucrado en la transmisión del dolor, como demuestran 
los trabajos en los que se redujeron los niveles de dolor neuropático e inflamatorio en ratón 
y rata, tras la inhibición del receptor (Chessell y cols., 2005) (Honore y cols., 2006). Varios 
estudios sugieren también la participación del P2X7 en la secreciones salivares (Alzola y cols., 
1998) (Pochet y cols., 2007). Asimismo también está relacionado con la fibrosis renal, que se 
produce como consecuencia de la acumulación anormal de sustancias de la matriz extracelular, 
producidas principalmente por las secreciones de TGFβ (factor de crecimiento transformante 
β) por parte de las células mesangiales. Los estudios llevados a cabo en roedores indican que 
el receptor P2X7 produce un incremento de la apoptosis en las células mesangiales renales, 
incrementando los niveles de TGFβ y la acumulación de fibronectina (Schulze-Lohoff y cols., 
1998) (Harada y cols., 2000) (Solini y cols., 2005). Estos efectos se redujeron drásticamente en 
los ratones KO para P2X7 (Goncalves y cols., 2006). Sin embargo, los mismos estudios llevados 
a cabo en tejido humano revelaron que, en este caso, estos efectos estaban mediados por un 
receptor de adenosina A3 (Wen y Knowles, 2003). El receptor P2X7 colabora con el receptor 
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P2X4 en el endotelio vascular, y se postula la participación de un heterómero P2X4/P2X7 en la 
potenciación, inducida por ATP, de los movimientos ciliares que contribuyen a la aclaración de 
las secreciones mucosas en las células epiteliales ciliadas del sistema respiratorio (Ma y cols., 
1999) (Ma y cols., 2006). El receptor P2X7 fue inicialmente clonado en macrófagos (Buisman y 
cols., 1988) (Di Virgilio, 1995) y se expresa junto con los receptores P2X1 y P2X4 en una gran 
variedad de células del sistema inmune, incluyendo linfocitos B y T, monocitos, macrófagos, 
microglía y también en osteoclastos (Burnstock y Knight, 2004). Este receptor participa en el 
proceso inflamatorio por medio de la liberación de IL-1β en macrófagos y microglía activada, lo 
que puede causar la apoptosis en las células circundantes (Ferrari y cols., 2006) (Brough y cols., 
2003) (Di Virgilio, 2007). El P2X7 estimula la muerte de patógenos intracelulares presentes en 
los macrófagos a través de la apoptosis que causa su activación en las células, produciéndose 
la formación de vacuolas intracelulares o lisosomas que se fusionan con los fagosomas que 
contienen las micobacterias (Placido y cols., 2006) (Saunders y cols., 2003). Algunos estudios 
implican al receptor P2X7 en la formación de células gigantes multinucleadas y osteoclastos 
con acción patológica, derivados de la fusión de células de la línea de fagocitos mononucleados, 
en enfermedades granulomatosas (Steinberg y Hiken, 2007). Aunque estos datos no están del 
todo claros, los estudios llevados a cabo con ratones KO para P2X7 o con antagonistas del 
receptor, dejan claro que participa activamente en la regulación de los osteoclastos en hueso, en 
la formación y reabsorción del hueso, además de la estimulación mecánica del esqueleto (Ke y 
cols., 2003) (Gartland y cols., 2003) (Grol y cols., 2009).
Durante mucho tiempo ha existido controversia en lo que se refiere a la presencia del 
receptor P2X7 en el sistema nervioso (Anderson y Nedergaard, 2006), sin embargo hoy en 
día, cada vez son más los trabajos que ponen de manifiesto, sin lugar a dudas, la expresión 
funcional de estos receptores en neuronas, (Alloisio y cols., 2008) (Deuchars y cols., 2001) 
(Armstrong y cols., 2002) (Lundy y cols., 2002; Miras-Portugal y cols., 2003) (Hervas y cols., 
2003, 2005) (Deng y Fyffe, 2004) (Leon y cols., 2006; Marin-Garcia, 2007; Marin-Garcia 
y cols., 2008) (Sanchez-Nogueiro y cols., 2005)  participando en numerosas e importantes 
funciones como la modulación de la liberación de neurotransmisores como el glutamato o el 
GABA (Sperlagh y cols., 2002) (Atkinson y cols., 2002) (Atkinson y cols., 2004)  (Leon y cols., 
2008) . La inhibición de estos receptores está asociada al crecimiento y ramificación axonal 
en las neuronas hipocampales (Diaz-Hernandez y cols., 2008), así como a la recuperación 
terapéutica de numerosas situaciones patológicas (Sperlagh y cols., 2006) como el daño en 
la espina dorsal (Wang y cols., 2004), la inflamación y el dolor neuropático (Chessell y cols., 
2005), las lesiones en retina (Franke y cols., 2005),  la enfermedad de Hungtington (Diaz-
Hernandez y cols., 2009) o de Alzhéimer (Parvathenani y cols., 2003) . En otros sistemas, 
como en las neuronas granulares es la activación de este receptor la que está asociada a la 
supervivencia neuronal frente a determinados estímulos proapoptóticos (Ortega, 2009). 
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1.5.- Receptores P2Y.
Los receptores P2Y son receptores acoplados a proteínas G pertenecientes a la familia 
de los receptores de rodopsina clase A, concretamente al grupo δ, que también incluye a los 
receptores de unión a glicoproteínas, los PARs y los receptores olfativos (Lagerstrom y Schioth, 
2008). Su señalización está acoplada a proteínas de membrana, como PLC, adenilato ciclasa, 
o a canales iónicos a través de la interacción con subunidades específicas de las proteínas G 
(Abbracchio y cols., 2003) (Ralevic y Burnstock, 1998). Los primeros miembros de esta familia 
en ser clonados fueron el P2Y1, en cerebro de pollo, y el P2Y2, en oocitos de Xenopus en 1993 
(Webb y cols., 1993) (Lustig y cols., 1993). Actualmente la familia consta de ocho subtipos 
clonados y caracterizados en tejidos humanos o de mamíferos: P2Y1(Tokuyama y cols., 1995; 
Ayyanathan y cols., 1996; Schachter y cols., 1996), P2Y2 (Lustig y cols., 1993; Parr y cols., 1994), 
P2Y4(Communi y cols., 1995) (Nguyen y cols., 1995), P2Y6 (Chang y cols., 1995) (Communi 
y cols., 1996a), P2Y11 (Communi y cols., 1997), P2Y12 (Hollopeter y cols., 2001), P2Y13 
(Communi y cols., 2001) (Marteau y cols., 2003) y P2Y14 (Chambers y cols., 2000) (Abbracchio 
y cols., 2003). Los saltos en la numeración de estos receptores se corresponden con aquellos 
identificados inicialmente como receptores P2Y y descartados posteriormente al descubrir sus 
ligandos principales, como el receptor de leucotrieno LTB4, inicialmente denominado P2Y7 
(Yokomizo y cols., 1997), el P2Y9 que, en realidad, es un receptor de ácido lisofosfatídico 4, 
LPA4 (Noguchi y cols., 2003), o el P2Y15, receptor de α-cetoglutarato oxoglutarato 1 (Inbe y 
cols., 2004). Otras veces, estos saltos de numeración corresponden a receptores clonados en 
vertebrados no mamíferos cuyos ortólogos mamíferos aún no han sido identificados, como es 
el caso del p2y3 y p2y8 obtenidos de cerebro de pollo y de Xenopus laevis, respectivamente 
(Webb y cols., 1996) (Bogdanov y cols., 1997). Los receptores P2Y se expresan a lo largo de 
todo el organismo, mediando por sí mismos o modulando multitud de funciones, aunque a 
día de hoy solamente unos pocos efectos fisiológicos mediados por estos receptores han sido 
confirmados fuera de toda duda (Fischer y Krugel, 2007).
Además de los receptores identificados hasta la fecha, pueden existir otros P2Y no 
identificados aún (von Kugelgen, 2006), de hecho se han identificado varios receptores huérfanos 
asociados a los P2Y. Entre ellos, el GPR17, que se describió primero como un receptor de cisteil-
leucotrienos y posteriormente se observó que también respondía a UDP (Inbe y cols., 2004) 
(Ciana y cols., 2006). Este receptor, muy abundante en telencéfalo, tanto en neuronas como 
en precursores de oligodendrocitos, actúa como un sensor de daño cerebral, jugando un papel 
muy importante tanto en la muerte neuronal por daño isquémico como en la modulación de la 
respuesta de reparación, remodelación y remielinización (Lecca y cols., 2008). Otros receptores 
huérfanos asociados a los P2Y, ya que tienen las secuencias estructurales de los segmentos 
transmembrana TM6 y TM7 en común con ellos, son los GPR34, H963 y GPR87 (Schoneberg 
y cols., 1999) (Joost y Methner, 2002) (Vassilatis y cols., 2003), aunque este último ha sido 
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identificado en realidad como un receptor de acido lisofosfatídico cuya estructura indica que 
podía haber evolucionado a partir de un antecesor P2Y común (Tabata y cols., 2007).
La clasificación farmacológica de los P2Y se hace en función de la afinidad que los 
distintos subtipos muestran frente a los nucleótidos de adenina y uridina. Estas respuestas varían 
en potencia dependiendo de las especies. En función de esto, los receptores se dividen en tres 
grupos. El primero está formado por los receptores P2Y1, P2Y12, P2Y13 y P2Y11, que son activados 
únicamente por nucleótidos de adenina (ATP/ADP). En el segundo grupo se encuentran el P2Y2 
humano y el P2Y4 en roedores, que responden tanto a nucleótidos de adenina como de uracilo, 
y el P2Y4
 humano, P2Y6, y P2Y14 que responden preferentemente a nucleótidos de uracilo UTP/
UDP y, en el caso del P2Y14 a UDP-glucosa (Burnstock, 2004) (Abbracchio y cols., 2003) (Sak 
y Webb, 2002). Los receptores de los que se conocen un mayor número de funciones asociadas, 
el P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 están acoplados predominantemente a PLC (vía Gq/G11) 
y a la movilización de los reservorios intracelulares de calcio. El P2Y11, además, es el único 
que está acoplado a la activación de la adenilato ciclasa vía Gs. Los receptores P2Y12, P2Y13 y 
P2Y14, por su parte, tienen en común su acoplamiento a la inhibición de la adenilato ciclasa vía 
Gi/G0 (von Kugelgen y Wetter, 2000) (Abbracchio y cols., 2003) (Ralevic y Burnstock, 1998).
1.5.1.- Estructura de los P2Y.
En general, los receptores P2Y responden a la estructura de un receptor acoplado a 
proteínas G, con 7 segmentos transmembrana hidrofóbicos conectados por tres lazos extracelulares 
y tres intracelulares, con el extremo N-terminal extracelular y el C-terminal intracelular. Estos 
receptores ya se encuentran funcionales en pasos muy tempranos de la evolución, como por 
ejemplo en la raya Raja erinacea, sugiriendo que los receptores de nucleótidos están entre los 
más antiguos receptores extracelulares expresados en el reino animal (Dranoff y cols., 2000). 
Los receptores P2Y poseen una estructura que va desde los 328 aminoácidos del P2Y6 
hasta los 377 del P2Y2, con una masa molecular de entre 41 y 53 kDa, compartiendo entre 
ellos entre un 20 y un 50% de homología (Shaver, 2001), en el caso de los P2Y humanos. 
Estructuralmente, los P2Y se pueden clasificar en receptores acoplados a proteínas Gq (P2Y1, 
P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11) y acoplados a proteínas Gi (P2Y12, P2Y13 y P2Y14) (von Kugelgen, 
2006). Estos receptores poseen secuencias altamente conservadas en los dominios transmebrana 
3, 6 y 7 que intervendrían de forma crítica en la unión del ligando. Esta unión sucedería de forma 
secuencial en varias etapas. Inicialmente el ligando se une en una conformación energéticamente 
favorable formada por los lazos extracelulares y los segmentos transmembrana más alejados 
que forman los dos MBS (sitios de meta-unión). El ligando pasa primero por el MBS-I, donde 
los residuos Thr47, Glu209 y Arg287 (tomando como modelo para estos estudios el receptor 
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P2Y1 humano) se ocupan de la unión de la adenina, la ribosa y los fosfatos, respectivamente. 
De ahí el ligando pasa al MBS-II donde intervienen los residuos Arg128, Asp204, Ser213, 
Thr222, Lys280 y Gln307, y finalmente pasan al sitio de unión principal donde los residuos 
Gln307 y Ser314 se encargan de la unión de la adenina, y los residuos Arg12, Thr222, Lys280 y 
Arg310 se ligan los grupos fosfato. La intervención de estos residuos permite rebajar la energía 
necesaria para la formación del complejo ligando-receptor (Moro y Jacobson, 2002) (Costanzi 
y cols., 2004) (Ivanov y cols., 2006) (Jacobson y cols., 2004). En receptores como el P2Y12, 
se ha demostrado la importancia de alguno de estos residuos en el funcionamiento y unión de 
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Figura 6.- Estructura secundaria propuesta para el receptor P2Y12. Los residuos implicados en la unión del 
ligando aparecen en negrita, mientras que los de color rojo indican la formación de puentes disulfuro. EL dominio 
extracelular y TM segmentos transmembrana. Imagen tomada de Von Kugelgen, 2006.
agonistas y antagonistas al receptor, como los residuos Lys280 (TM7), Tyr259, H253 y Arg256 
del TM6, que tendrían un papel clave en el reconocimiento del agonista y del antagonista RB2 
(Hoffmann y cols., 2008).
Todos los P2Y poseen cuatro residuos de cisteína en los lazos extracelulares y en el 
extremo N-terminal, que pueden formar uno o dos puentes disulfuro, y que están implicados 
en numerosas funciones. Por ejemplo, el puente formado entre el segmento transmembrana 3 
y el lazo extracelular 2 se requiere para el correcto tráfico a la membrana del P2Y1 humano 
(Hoffmann y cols., 1999), mientras que el P2Y12 muestra un único puente disulfuro y dos 
cisteínas libres que pueden actuar como dianas para antitrobóticos que inactivan el receptor 
SummaryIntroducción
50
(Ding y cols., 2003). En los lazos extracelulares del P2Y2 se encuentra también una secuencia 
de interacción con integrinas que es necesaria para el mantenimiento del receptor en un estado 
de alta afinidad (Weisman y cols., 2005). 
Los receptores P2Y presentan un mayor grado de variabilidad en el extremo C-terminal 
y los lazos intracelulares, que regulan la interacción con las proteínas G. Cada receptor está 
asociado a una o varias proteínas G. Además de esto, algunos P2Y como el P2Y2 o el P2Y4  
poseen en su extremo C-terminal y en el tercer bucle extracelular secuencias de serina/treonina 
que pueden ser dianas para quinasas asociadas a receptores acoplados a proteínas G y para la 
PKC. Estas secuencias estarían implicadas en la desensibilización o internalización del receptor 
promovida por la presencia continuada del agonista (Otero y cols., 2000) (Brinson y Harden, 
2001) (Flores y cols., 2005). Igualmente, aparecen dominios ricos en prolina de homología SH3 
que intervienen en la transactivación de las vías de señalización activadas por los factores de 
crecimiento (Weisman y cols., 2005).
Constitutivamente o bajo determinadas situaciones los receptores P2Y pueden formar 
homo o heterodímeros, quizás para dotar de mayor estabilidad a su estructura. Un ejemplo es 
la homodimerización del P2Y1 o del P2Y6 como consecuencia de la exposición continuada al 
agonista, probablemente de forma previa a su internalización y renovación (D’Ambrosi y cols., 
2007) (Marchese y cols., 1999) (Choi y cols., 2008). También se han descrito homo-oligómeros 
para el P2Y4 en varias neuronas del sistema nervioso central y periférico (D’Ambrosi y cols., 
2006), y tanto este receptor como el P2Y6 muestran dominios apropiados para la interacción 
con otros receptores como los P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11. (D’Ambrosi y cols., 2007). 
Igualmente, en células HEK293 y 1321N1 de astrocitoma, se ha comprobado por FRET y 
por coinmunopreciptación la heterooligomerización del receptor P2Y1 y P2Y11, que estaría 
regulando la internalización del propio receptor P2Y11 (Ecke y cols., 2008b). Además de los 
oligómeros entre receptores P2Y, estos pueden interaccionar con otros receptores, como se ha 
descrito para el P2Y1 y el receptor A1 de adenosina, que presenta un perfil farmacológico mixto, 
respondiendo a nucleótidos difosfato de adenina, y siendo sensible a antagonistas del receptor 
A1, como el DPCPX (Yoshioka y Nakata, 2004) (Yoshioka y cols., 2002). Este mismo tipo 
de interacción entre ambos receptores resulta en la modulación de su respuesta a nivel de las 
proteínas G en células astrogliales (Tonazzini y cols., 2008) (Sichardt y Nieber, 2007).
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1.5.2.- Vías de señalización activadas por P2Y.
Como hemos citado anteriormente, los receptores P2Y median sus vías de señalización 
principales por medio de diferentes familias de proteínas G. La mayoría de ellos (P2Y1, P2Y2, 
P2Y4, P2Y6 y P2Y11) se asocian principalmente a la Gαq/11, que activa la PLC-β, generando 
diacilglicerol e IP3, y movilizando los reservorios de calcio intracelulares (Volonte y cols., 2006). 
Además, pueden estar acoplados a la adenilato ciclasa, siendo el P2Y11, el único que puede 
asociarse con la Gαs, activando la adenilato ciclasa e incrementando los niveles intracelulares 
de AMP cíclico (Communi y cols., 1997) (Torres y cols., 2002). Otros receptores de este grupo 
pueden asociarse con otras proteínas G, como el P2Y2, que puede asociarse con Gαi/0 (Janssens 
y cols., 1999), aunque este acoplamiento es más característico de la subfamilia formada por los 
receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 que se asocian principalmente a proteínas Gαi/0, inhibiendo la 
adenilato ciclasa y la formación del AMPc (Hollopeter y cols., 2001) (Communi y cols., 2001) 
(Chambers y cols., 2000). De la misma forma que en el subgrupo anterior, se hayan diversos 
estudios en líneas celulares que indican que ciertos P2Y pueden acoplarse a distintas familias 
de proteínas G en función del agonista que los estimule, por ejemplo, el P2Y13 puede unirse 
simultáneamente a Gαi/ Gαs o a Gα16 (Marteau y cols., 2003). De la misma forma, según los 
agonistas implicados en la estimulación, se activan unas vías de señalización u otras, como 
sucede en el caso del P2Y11, que cuando se activa por ATP puede incrementar los niveles de IP3 
y de calcio vía Gαq y los niveles de AMPc vía Gαs, mientras que cuando es estimulado por UTP, 
induce un  incremento en los niveles de calcio intracelulares sin que se produzcan alteraciones 
en los niveles de AMPc o IP3 (White y cols., 2003). 
Como ocurre con la mayoría de los receptores acoplados a proteínas G, la activación de 
los P2Y está también frecuentemente asociada a la activación de las MAP quinasas (MAPK), 
especialmente de las ERK1/2. Esta activación se produce por medio de diferentes vías de 
señalización, según el receptor implicado y el tipo celular (Abbracchio y cols., 2006) (Neary y 
cols., 2006) (Erb y cols., 2006). Por ejemplo, el P2Y2 activa las ERK vía Gαq/PLC-β/PKC/Ras/
Raf/MEK. Mientras que el P2Y12 puede activar distintas respuestas, como proliferación mediada 
por las ERK vía Gαi/RhoA/PKC, diferenciación vía Gβγ/Src/Pyk2/Rap1/Akt, o agregación en 
las plaquetas vía Gβγ/PI3K/Akt y también por medio de Gα12/13/ RhoA/Rho quinasa (Van Kolen 
y cols., 2006) (Moers y cols., 2003) (Van Kolen y Slegers, 2006). 
En la presente Tesis, se demuestra también el acoplamiento de la señalización del receptor 
P2Y13 a la fosforilación en serina e inhibición catalítica de la GSK3, vía Gβγ/PI3K/Akt, resultando 
en la estabilización y translocación al interior del núcleo del regulador transcripcional y sustrato 
de la proteína GSK3, β-catenina (Ortega y cols., 2008). Recientemente, también se ha descrito 
la regulación de la endocitosis de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) en hepatocitos, 
SummaryIntroducción
52
G βγGαs
G βγG qα
G βγG i /0α
AC
PLC PI3K
AC
DAG IP3
Ca2+a2+
Akt
Vía
MAPK
PKC
P2Y1, P2Y2, P2Y4,
P2Y6, P2Y11
ATP, ADP
UTP, UDP ADPATPP2Y11 P2Y12, P2Y13
Figura 7 Representación esquemática de las principales vías de señalización activadas por los receptores 
P2Y. La mayoría de los receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11) se asocian principalmente a la Gαq/11, 
que activa la PLC-β, generando diacilglicerol e IP3, y movilizando los reservorios de calcio intracelulares y la 
activación de vías de señalización dependientes de PKC. Igualmente los receptores P2Y pueden activar a la PI3K a 
través de las subunidades βγ de las proteínas G. Los receptores P2Y11, P2Y12 y P2Y13 están acoplados a la adenilato 
ciclasa, regulando su actividad. Los receptores P2Y12 y P2Y13 la inhiben vía Gαi/0 mientras que el receptor P2Y11 
la activa vía Gαs.
por parte de este receptor a través de una vía dependiente de RhoA/ROCK I (Malaval y cols., 
2009).
Además de todas estas vías de señalización, en el sistema nervioso los receptores P2Y 
están igualmente acoplados a la modulación de canales iónicos, como canales dependientes 
de voltaje de Ca2+ o K+, los receptores NMDA de glutamato, los propios receptores P2X y los 
receptores de vanilloides (Abbracchio y cols., 2006)  (Lechner y Boehm, 2004). A través de su 
acoplamiento a proteínas Gi/0 y de la liberación las subunidades Gβγ, los receptores P2Y pueden 
inhibir los canales de Ca2+ tipo N y activar los canales GIRK de K+, como se ha descrito para 
el receptor P2Y12 en neuronas simpáticas, o el P2Y13 en células HEK293 (Simon y cols., 2002) 
(Filippov y cols., 2004) (Wirkner y cols., 2004). Por otra parte, los receptores P2Y acoplados 
a proteínas Gq/11 a través de una vía Gαq o bien por PLC, inhiben ambos tipos de canales, 
además de los tipo M de K+ (Filippov y cols., 2003) (Filippov y cols., 2000) (Brown y cols., 
2000). La modulación  de los canales de Ca2+ tipo N tiene como resultado la modulación de la 
transmisión sináptica a través de la inhibición de la liberación de neurotransmisores (Lechner 
y Boehm, 2004) (Fischer y Krugel, 2007). Es importante destacar que todas estas acciones de 
señalización y modulación que hemos citado anteriormente pueden variar como consecuencia de 
la coactivación de diferentes receptores P2Y expresados en los diferentes sistemas celulares.
Como ejemplos de la modulación cruzada en las vías de señalización activadas por los 
receptores P2Y y otros canales iónicos activados por ligando, se ha descrito la inhibición de la 
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conductancia del receptor NMDA del glutamato por el P2Y1 en neuronas piramidales de corteza 
de rata (Luthardt y cols., 2003) (Erb y cols., 2006) (Lee y O’Grady, 2003). Esta inhibición no 
depende de la activación de la proteína G, y puede producirse por una interacción proteína-
proteína de forma directa. Los receptores P2Y4 y P2Y2, por el contrario, tenían respuestas 
facilitadotas en las corrientes inducidas por NMDA en subpoblaciones de esas neuronas, 
habiéndose descrito una interacción directa entre este receptor con el P2Y4 en las neuronas 
granulares de cerebelo (Cavaliere y cols., 2004). El P2Y4 induce asimismo la liberación de 
glutamato que activa el receptor  mGluR5 tipo I y este a su vez, vía Gq/PLC/IP3/Ca
2+/CaMKII, 
facilita las corrientes activadas por los receptores de NMDA (Wirkner y cols., 2007b).
Los P2Y también modulan a los receptores P2X, como se ha descrito para el P2Y1 
que inhibe al P2X3, facilitando su desensibilización, vía proteína G, en neuronas de neuronas 
del ganglio espinal dorsal (DRG) y en células HEK293 (Gerevich y cols., 2005) (Gerevich y 
cols., 2007). Mientras que el P2X1 ve potenciada su afinidad por su agonista específico, el αβ-
meATP, por la acción de los receptores P2Y1 y P2Y2, coexpresados en oocitos de Xenopus (Vial 
y cols., 2004b). También se han descrito interacciones en las vías de señalización de los P2Y1, 
P2Y2 y P2Y4 con los receptores de adenosina en astrositos de cerebelo, donde la respuesta a 
ATP se vio potenciada, por un lado por los receptores A2B de adenosina a través de la liberación 
de subunidades Gβγ, y por otro, por el dinucleósido polifosfato Ap5A, a través de una ruta 
dependiente de MAP quinasas (Alloisio y cols., 2004) (Delicado y cols., 2005) (Jimenez y 
cols., 1998) (Jimenez y cols., 2002). Por último, existe en la bibliografía numerosos ejemplos 
de interacciones entre receptores P2Y y receptores de factores neurotróficos (Volonte y cols., 
2006) (Arthur y cols., 2005) (Franke y cols., 2006).
1.5.3.- Farmacología de los receptores P2Y.
Como hemos nombrado anteriormente, los recetores P2Y pueden diferenciarse según 
sus diferentes características estructurales, incluyendo la especificidad por sus ligandos (von 
Kugelgen, 2006) (Guile y cols., 2001). Esta caracterización no resulta, sin embargo, nada fácil, 
teniendo en cuenta los  numerosos condicionantes que hay que tener en cuenta a la hora de 
estudiar los receptores purinérgicos y que hemos citado anteriormente (apartado 1.3). 
Receptor P2Y1: Este receptor es activado preferentemente por nucleótidos de adenina 
difosfato y no por nucleótidos de uracilo, pertenece al grupo de los receptores que se activan 
por ADP, al que también pertenecen los receptores P2Y12 y P2Y13. Por ello, se han realizado 
numerosos esfuerzos para conseguir ligandos selectivos para cada uno de estos receptores, 
pudiendo así distinguirlos más fácilmente. Entre ellos, destaca el MRS-2365 que muestra una 
mayor selectividad por el P2Y1 que por el P2Y12 o el P2Y13, y una mayor afinidad que el 
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P2Y1
P2Y12
Figura 8.- Representación de la topografía de los receptores P2Y1 A) y P2Y12 B). En la figura se muestra 
las zonas de interacción para los antagonistas específicos  y MRS2500 para el  P2Y1, y AZD6140 para el P2Y12. 
Imagen tomada de la revisión  de Abbracchio y cols 2006.
2MeSADP. El ligando de elección para los receptores P2Y cuyo ligando endógeno es el ADP 
suele ser el 2MeSADP ya que es más estable y, en el caso del P2Y1, 10 veces más potente que el 
ligando endógeno (Chhatriwala y cols., 2004) (Waldo y Harden, 2004). El 2MeSATP también 
estimula el P2Y1 en rata, con potencia similar al 2MeSADP. El propio ATP y sus análogos 
pueden actuar como agonistas o antagonistas de este receptor (Waldo y Harden, 2004) (Palmer 
y cols., 1998) (Hechler y cols., 1998b), aunque el efecto del ATP parece ser debido en realidad 
al ADP que se produce por el efecto de las ectonucleotidasas (Ralevic y Burnstock, 1998). 
En el campo de los antagonistas destacan el MRS-2500, muy potente y estable (Kim y cols., 
2003a) (Hechler y cols., 2006), y los derivados de adenosina bifosfato, MRS-2279 y MRS-
2179, siendo este último, el más utilizado (Boyer y cols., 2002) (Boyer y cols., 1998). El P2Y1 
también muestra sensibilidad por el PPADS, el azul reactivo 2 (RB2) y la suramina.
Receptor P2Y2: Activado por nucleótidos de adenina y uridina trifosfato, es prácticamente 
insensible a nucleótidos difosfatos. El MRS-2698 es un agonista muy potente y 300 veces más 
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selectivo por el P2Y2 que por el P2Y4 (Ivanov y cols., 2007).  El Denufusol (INS37217) es 
un agonista dinucleotídico análogo del UTP, selectivo para el P2Y2 que está siendo probado 
en pacientes con fibrosis quística (Yerxa y cols., 2002) (Deterding y cols., 2005), habiendo 
pasado recientemente a fase 3 de ensayo clínico (Kellerman y cols., 2008). Como antagonistas 
propuestos se encuentran el ARC-126313, de Astra-Zeneca, (Guile y cols., 2001) (Jacobson y 
cols., 2004) y la tangeretina, un flavonoide que actúa como antagonista no competitivo (Kaulich 
M, 2003). También es sensible a suramina y RB2, pero insensible a PPADS (Mateo y cols., 
1996).
Receptor P2Y4: Este receptor es activado preferentemente por nucleótidos de uridina 
trifosfato, mientras que no muestra respuesta frente a los nucleótidos difosfato (Nicholas y 
cols., 1996a). El P2Y4 humano es considerado como un pirimidinoceptor (Communi y cols., 
1995). El denufusol actúa también como agonista de este receptor. En cuanto al P2Y4 de rata 
y ratón, resulta estimulado con igual potencia por UTP y ATP, y también el Ap4A actúa como 
buen agonista (Webb y cols., 1998). En cuanto a los antagonistas, este receptor es sensible a 
PPADS y RB2, e insensible a suramina (Communi y cols., 1996b). En ciertos casos, el ATP 
puede actuar como antagonista competitivo (Kennedy y cols., 2000).
Receptor P2Y6: Este receptor es igualmente un pirimidinoceptor,  100 veces más sensible 
a UDP que a UTP (Nicholas y cols., 1996a). El ADP y el 2MeSADP son agonistas débiles en 
humano y rata. También se ha desarrollado el INS-48823, análogo del Up3U, como agonista 
estable y potente de este receptor (Pendergast y cols., 2001). Como antagonistas destacan el 
MRS-2575 y el MRS-2578 en humano y rata (Mamedova y cols., 2004). En cuanto a los no 
específicos, es sensible a RB2, PPADS y suramina.
Receptor P2Y11: Su agonista natural es el ATP, aunque la potencia de éste es relativamente 
baja. Recientemente se ha descrito que también es activado por agonistas propios de los P2X 
como (αβmeATP y BzATP), débilmente por los difosfatos (ADP) y no resulta activado por los 
nucleótidos de uracilo o los dinucleótidos polifosfato (King y Townsend-Nicholson, 2008). 
En algunos modelos como las células 1321N1 de astrocitoma se ha descrito al NAADP+ y al 
β-NAD+ como agonistas de este receptor (Moreschi y cols., 2008) (Moreschi y cols., 2006). El 
ARC-6785MX actúa como un potente agonista en el rango del µM (Communi y cols., 1999). 
Con respecto a los antagonistas, se están intentando desarrollar antagonistas selectivos para 
este receptor, sobre todo tras el descubrimiento de la participación clave del residuo Arg268 
del segmento TM6 en el reconocimiento estereospecífico de ligandos (Ecke y cols., 2008a). El 
compuesto NF157, derivado de la suramina, es efectivo en rango nanomolar, aunque no resulta 
selectivo, ya que también afecta a los receptores P2X1, P2X2 y P2X3 (Ullmann y cols., 2005). 
La suramina inhibe el receptor de forma más potente que el RB2, mientras que el PPADS no 
muestra actividad (Communi y cols., 1999). En estudios recientes se ha visto que el Reactive 
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Red parece ser un buen antagonista y podría servir para diferenciar respuestas mediadas por 
este receptor (King y Townsend-Nicholson, 2008). Hasta la fecha, no se han clonado ortólogos 
en rata o ratón del P2Y11. 
Receptor P2Y12: El receptor P2Y12 de mamíferos, originariamente identificado como el 
receptor P2T de las plaquetas, es otro de los receptores de ADP, junto con el P2Y1 y P2Y13. Se 
puede distinguir de los anteriores en que presenta una afinidad de entre 50  y 100 veces mayor por 
el 2MeSADP que por el ADP (Hollopeter y cols., 2001). El ATP actúa como agonista en ciertos 
tipos celulares y como antagonista en plaquetas (Abbracchio y cols., 2006). Los antagonistas 
del P2Y12 están muy desarrollados, ya que su bloqueo es una diana muy importante para las 
fármacos antitrombóticas, como es el caso del clopidogrel y el prasugrel (Hollopeter y cols., 
2001) (Cattaneo, 2007). Dentro de estos antagonistas se encuentran el cangrelor y el AR-C67085, 
que se desarrollaron como antagonistas competitivos muy potentes, aunque ambos bloquean 
también el P2Y13, y el último de ellos, ha sido recientemente descrito también como agonista 
del P2Y11 (Marteau y cols., 2003) (Kunapuli y cols., 2003). El AR-C78511KF, presentado como 
antagonista, es en realidad un agonista inverso (Ding y cols., 2006). El clopidogrel, usado 
normalmente como fármaco antitrombótico mucho antes de que se conociera su receptor diana 
y la tiopidina, son profármacos metabolizadas in vivo, cuyos metabolitos inhiben de forma 
irreversible al P2Y12 en plaquetas (Savi y Herbert, 2005) (Storey, 2006). En este mismo sentido 
actúa el prasugrel y su metabolito activo el R138727 (Angiolillo y cols., 2008), que inhibe el 
receptor por interacción con los residuos de cisteína 97 del TM3 y de cisteína 175 del segundo 
bucle extracelular, siendo más potente y actuando de formas más rápida que el clopidogrel 
(Algaier y cols., 2008). Otros antagonistas, como el AZD-6140, o el propio cangrelor, presentan 
la ventaja de que su tiempo de respuesta es corto y su inhibición reversible (Cattaneo, 2007) 
(Boeynaems y cols., 2005). El RB2 y la suramina actúan como antagonistas no selectivos de 
este receptor, mientras que el PPADS no tiene efecto.
Receptor P2Y13: Este receptor en humano es activado por ADP y muy potentemente por 
2MeSADP, mientras que el ortólogo de rata es más selectivo por el ADP que por el 2MeSADP, 
lo que permite su diferenciación con respecto al  receptor P2Y12. Entre los antagonistas destacan 
el novedoso MRS-2211 y el MRS-2603, que actúan mucho más potentemente que el PPADS 
(Kim y cols., 2005). Estos antagonistas son inactivos frente al P2Y12, lo que hace más fácil 
su diferenciación, aunque el MRS-2603 también tiene efecto sobre el P2Y1. El cangrelor y 
el 2MeSAMP antagonizan también este receptor, a ciertas concentraciones (Jantzen y cols., 
1999). Como antagonistas no selectivos tenemos el RB2, suramina y PPADS.
Receptor P2Y14: Este receptor es el último P2Y clonado hasta la fecha. Responde 
específicamente a azúcares activados como UDP-glucosa, UDP-galactosa, UDP-glucorónico y 
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UDP-N-acetilglucosamina. No responde a adenina o uracil nucleótidos (Chambers y cols., 2000) 
(Abbracchio y cols., 2003) (Freeman y cols., 2001). No se han descubierto aún antagonistas de 
este receptor, aunque recientemente se ha comprobado que el UDP actúa como antagonista 
competitivo del P2Y14 humano, mientras que es un potente agonista del P2Y14 de rata (Fricks 
y cols., 2008).
1.5.4.- Distribución y Funciones de los P2Y
.-Receptores P2Y en el sistema inmune.
Los receptores P2Y2, P2Y6, P2Y11 y  P2Y13 han sido detectados a nivel de RNAm en 
bazo, mientras que en timocitos se encuentran tanto el P2Y1 como el P2Y2, regulando este 
último la producción de prostaglandinas y mediando acciones mitogénicas en estas células. El 
P2Y2 es igualmente el receptor P2Y principalmente expresado en macrófagos, aunque también 
se han encontrado otros receptores como el P2Y1, P2Y4, P2Y11 y P2Y12 en humano (del Rey 
y cols., 2006) (Bowler y cols., 2003) (Coutinho-Silva y cols., 2005). Tanto el P2Y1 como el 
P2Y2 se encuentran en los neutrofilos, regulando la adhesión de estos a las células endoteliales, 
mientras que en los eosinófilos, linfocitos y monocitos se han identificado por RNAm los P2Y1, 
P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11. El P2Y11 media en los monocitos la semimaduración promovida 
por el ATP (Wilkin y cols., 2001) (Schnurr y cols., 2003), mientras que el UDP induce, a través 
del receptor P2Y6 la producción de IL-8 (Warny y cols., 2001). Tanto el P2Y1 como el P2Y2 
inducen la liberación de histamina (Schulman y cols., 1999), al igual que intervienen en la 
migración celular y la quimiotaxis (Abbott, 2000).
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.-Receptores P2Y en el sistema endocrino.
En los tejidos secretores destaca sobre todo el receptor P2Y2, presente en la pituitaria 
anterior, donde modula la liberación de la prolactina, la secreción de aldosterona en la glándula 
adrenal, y controla, junto con el P2Y6 la liberación de insulina en las células β de los islotes en 
páncreas (Parandeh y cols., 2008). Igualmente el receptor P2Y2 está envuelto en la secreción de 
estradiol y testosterona en las células testiculares de Sertoli y Leydig (Ko y cols., 2003) (Foresta 
y cols., 1996). En el ovario y placenta este receptor media también funciones secretoras, mientras 
que participa en la regulación del balance iónico en las glándulas salivares (Turner y cols., 
1999). El P2Y2 junto con el P2Y1 y el P2Y4 regula la lipogénesis en los adipocitos marrones, 
mientras que en el páncreas endocrino, parecen regular la homeostasis de glucosa (Leon y 
cols., 2005) (Abbracchio y cols., 2006). Estos datos han sido comprobados para el P2Y1 en 
los estudios realizados con ratones KO, que mostraron alteraciones en los niveles de glucosa y 
en el peso corporal, además de alteraciones en la agregación plaquetaria, como veremos más 
adelante (Leon y cols., 2005) (Leon y cols., 1999) (Fabre y cols., 1999).
.-Receptores P2Y en hígado, intestino y sistema biliar.
A nivel intestinal actúan, por un lado, los receptores P2Y1 y P2Y11 que inducen la 
relajación del músculo liso del tracto gastrointestinal, mientras que los receptores P2Y1, P2Y2 
y P2Y6, y sobre todo el P2Y4, participan en la secreción, lo que se confirma los datos obtenidos 
del ratón KO para el P2Y4 (Robaye y cols., 2003). En los hepatocitos se encuentran expresados 
los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y  P2Y13, regulando la gluconeogénesis, glicolisis y 
la endocitosis de proteínas HDL (Malaval y cols., 2009) (Dixon y cols., 2005). En el epitelio 
del tracto biliar también están expresados los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 que parecen estar 
regulando la secreción de bilis. (Abbracchio y cols., 2006).
.-Receptores P2Y en riñón y vejiga.
Los receptores P2Y están muy expresados en riñón, el P2Y1, P2Y4 y P2Y6  median la 
reabsorción de iones, agua y nutrientes en el asa de Henle y en el túbulo proximal. El receptor 
P2Y2 predomina en el túbulo distal mediando la secreción de iones, ácidos y toxinas mientras 
que los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 y P2Y6 están relacionados con el transporte de agua e 
iones en el túbulo colector (Bailey y cols., 2000) (Bailey y Shirley, 2009). En el glomérulo se 
expresan los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y11 y P2Y12 en las células mesangiales, los P2Y1, 
P2Y2 y P2Y6 en podocitos y los P2Y2 en las células endoteliales. En cuanto a la funcionalidad 
en vejiga, Bolego y cols. (Bolego y cols., 1995) sugieren la participación de los P2Y en la 
contracción y relajación de la vejiga y también se han descrito distintas funciones mediadas por 
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receptores purinérgicos en vejiga humana (Palea y cols., 1993).
.-Receptores P2Y en el sistema respiratorio.
En este sistema destacan principalmente los receptores P2Y2 y P2Y6 que se expresan 
en el músculo liso asociado al pulmón, mientras que el receptor P2Y2 está asociado a la 
secreción mucosa del epitelio pulmonar y a la aclaración de las secreciones, lo que le hace una 
diana terapéutica muy importante en el tratamiento de enfermedades como la fibrosis quística 
(Kellerman y cols., 2002). Estos datos se confirman con las alteraciones observadas en las 
secreciones pulmonares en los ratones KO para el P2Y2 (Homolya y cols., 1999) (Cressman y 
cols., 1999).
.-Receptores P2Y en hueso y cartílago.
Los receptores P2Y están implicados en la formación del hueso. El receptor P2Y2 se 
expresa en osteoblastos donde media la inhibición de la formación ósea, mientras que el P2Y1 
en los osteoclastos, media la reabsorción (Hoebertz y cols., 2002). Los condrocitos expresan 
tanto P2Y1 como P2Y2, que median tanto la reabsorción de cartílago como la liberación de 
prostaglandinas (Hoebertz y cols., 2001) (Hoebertz y cols., 2000) (Berenbaum y cols., 2003).
.-Receptores P2Y en piel, endotelio y sistema sensorial.
Los receptores P2Y participan, asimismo en la renovación de los queratinocitos en el 
epitelio estratificado y, tanto el P2Y1 como el P2Y2, modulan la proliferación celular en las 
células basales. El P2Y1 y el P2Y2 median también la liberación de óxido nítrico en el endotelio 
vascular, provocando la vasodilatación, proliferación celular y expresión de moléculas de 
adhesión para los monocitos (Kiefmann y cols., 2009) (Pirotton y cols., 1996). También se han 
encontrado receptores P2Y4, P2Y6, P2Y11 y P2Y12 expresados en vasos sanguíneos y estudios 
realizados en el ratón KO para el P2Y6 muestran alteraciones funcionales en el endotelio 
vascular y en el músculo vascular liso, además de alteraciones en células del sistema inmune 
(Bar y cols., 2008). En cuanto al sistema sensorial, el P2Y2 está fuertemente expresado en el 
ojo, mediando respuestas tróficas en córnea y retina, mientras que el P2Y1 parece intervenir en 
la secreción del cuerpo ciliar (Pintor y cols., 2004) (Crooke y cols., 2008) (Guzman-Aranguez 
y cols., 2007). En el sistema auditivo los receptores P2Y2 y P2Y4 están relacionados con la 
función de la cóclea, mientras que los receptores P2Y2 y P2Y6 están también relacionados con 
la función olfativa (Housley, 2000) (Housley y cols., 2009). 
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.-Receptores P2Y en plaquetas.
Las plaquetas expresan tanto P2X1 como P2Y1 y P2Y12, siendo necesaria la coactivación 
de estos dos últimos para una correcta agregación de las plaquetas (Gachet, 2001) (Hechler y 
cols., 2005). El receptor P2Y1 se encuentra en un número de unas 150 unidades por plaqueta, 
(Hechler y cols., 2003), e inicia, a través de Gq, la movilización de calcio de los reservorios 
intracelulares, que media el cambio de forma y una débil y transitoria agregación plaquetaria 
(Hechler y cols., 1998a) (Hechler y cols., 1998b) (Jin y Kunapuli, 1998) (Savi y cols., 1998). El 
receptor P2Y1 también participa en la agregación plaquetaria activada por el colágeno (Leon y 
cols., 1999). Como hemos indicado anteriormente, estos datos se confirman con los resultados 
obtenidos en el ratón KO  para P2Y1 (Fabre y cols., 1999). En cuanto al receptor P2Y12, resulta 
imprescindible para que se produzca la agregación plaquetaria completa activada por ADP 
(Schoneberg y cols., 2007), como también se deduce de los estudios llevados a cabo con los 
ratones KO para este receptor (Cattaneo, 2006) (Foster y cols., 2001). El P2Y12, además, a 
través de su acoplamiento a la proteína Gαi2, inhibe la adenilato ciclasa y la PI3K, resultando en 
una potenciación de la respuesta y estabilización clave de los agregados (Trumel y cols., 1999) 
(Kauffenstein y cols., 2001). Por otra parte, los polimorfismos que presenta el receptor P2Y12 en 
las plaquetas pueden producir variabilidad en el nivel de agregación plaquetaria en humanos y 
pueden estar asociados a determinadas patologías cardiovasculares (Bierend y cols., 2008).
.-Receptores P2Y en el sistema nervioso.
 Estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo de todo el Sistema 
Nervioso, como se puede observar en la tabla (tal, poner tabla de agonistas y distribución del 
Fischer, 2007, 2429). Los receptores P2Y median importantísimas funciones en este sistema, 
como son la generación de un comportamiento adecuado del organismo a través de la regulación 
de la plasticidad sináptica, la liberación de neurotransmisores y la regulación de procesos de 
neurodegeneración y neuroregeneración. 
La activación de los receptores P2Y en la postsinapsis, ya sean los P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6 y P2Y11, así como los P2Y12, P2Y13 y P2Y14, lleva al incremento de la concentración 
intracelular de calcio, la activación de vías de señalización mediadas por este segundo mensajero 
y a la modulación de varios canales iónicos, regulándose la excitabilidad neuronal, como se ha 
comentado anteriormente (Lechner y Boehm, 2004) (Sperlagh y cols., 2007). Igualmente la 
activación de los receptores P2Y presinápticos (P2Y1, P2Y2 y P2Y4) junto con algunos P2X 
(P2X1, P2X2/3, P2X3 y P2X7) pueden modular la liberación del propio ATP, así como de otros 
neurotransmisores (Rodrigues y cols., 2005).
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Este ATP y los otros neurotransmisores pueden actuar sobre los receptores presentes en 
las células astrogliales próximas, tanto P2X2, P2X4, P2X5 y P2X7, como P2Y1, P2Y2, P2Y4 
y P2Y14, produciendo a su vez incrementos de la concentración intracelular de calcio en estas 
células y la liberación de “gliotransmisores” (ATP, glutamato, aspartato, D-serina, óxido nítrico 
y otras sustancias neuroactivas) (Volterra y Meldolesi, 2005) (Bezzi y cols., 2001) (Fellin y cols., 
2006) (Fischer y Krugel, 2007) (Inoue y cols., 2007). Esta liberación se produce principalmente 
por vías de exocitosis dependientes de calcio (Montana y cols., 2006), aunque la implicación de 
otros sistemas como canales, transportadores, conexinas, panexinas o proteínas ABC no puede 
ser descartada (Volterra y Meldolesi, 2005). Estos gliotransmisores pueden inducir, a su vez, la 
liberación de ATP, glutamato, etc., desde los astrocitos activados, incrementando la excitabilidad 
de las neuronas próximas y generando una retroalimentación positiva, así como estimular otras 
células cercanas como las células del endotelio vascular, microglía etc. (Koizumi y cols., 2002). 
En este sentido, la astrogliosis generada tras un trauma, isquemia o fallo metabólico parece estar 
mediada en parte por los receptores P2Y. El receptor P2Y12, vía Gi/o/PI3K/Akt, y el receptor 
P2Y4 podrían participar en el aumento de la quimiotaxis inducido por el ATP en la microglía 
(Haynes y cols., 2006) (Ohsawa y cols., 2007). En este mismo tipo celular, el P2Y12, vía p38, 
estaría involucrado en la patogénesis relacionada con el dolor neuropático, tras generarse daño 
en los nervios periféricos (Tozaki-Saitoh y cols., 2008) (Kobayashi y cols., 2008). El P2Y6, 
en cambio, parece estar implicado en la mediación de las acciones fagocíticas de estas células 
que permiten limpiar el tejido dañado de células muertas, impidiendo que se extienda el daño. 
(Koizumi y cols., 2007).
Los receptores P2Y también están asociados en el Sistema Nervioso a la señalización 
trófica y degenerativa. Sus acciones pueden contribuir al crecimiento celular, proliferación, 
diferenciación o muerte a través de vías de señalización mediadas por PLA2, PLD, MAPK 
y Akt (Brambilla y cols., 2002) (Volonte y cols., 2003) (von Kugelgen y Wetter, 2000). Los 
P2Y activan de forma transitoria las ERK, junto con proteínas activadas por estrés (JNK, p38 
y Big MAP kinase 1 (ERK5)) vía cRaf1 o activadores MEK (Widmann y cols., 1999) (Erb y 
cols., 2006). Estas cascadas participan en cerebro en procesos de proliferación, diferenciación, 
y también en el mantenimiento del equilibrio protección/ muerte celular. Es interesante 
destacar que los nucleótidos muestran efectos sinérgicos en la proliferación con los factores de 
crecimiento o citoquinas(Neary y cols., 1999), bien por la activación paralela de las MAPK o 
por la transactivación de los receptores de factores de crecimiento (Neary y Zhu, 1994) (Lenz 
y cols., 2000).  
En cuanto a los fenómenos de diferenciación y proliferación son varios los tipos 
celulares dentro del Sistema Nervioso Central que pueden ser estimulados por los nucleótidos, 
desencadenándose procesos proliferativos. Entre estos, se encuentran las células endoteliales, 
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los fibroblastos, los progenitores neurales etc. (Rathbone y cols., 1992) (Heine y cols., 2006). 
Varios estudios llevados a cabo en neuroesferas describen el efecto sinérgico del P2Y1 en la 
proliferación activada por los factores de crecimiento (Mishra y cols., 2006), participando tanto 
en la neurogénesis adulta como embrionaria (Moore y cols., 2002). Según otros estudios, el 
P2Y2 se encuentra también implicado en la potenciación de la supervivencia neuronal y en 
el crecimiento de neuritas mediada por el NGF en neuronas de DRG en cultivo (Arthur y 
cols., 2006a), y recientemente, tanto este receptor como el P2Y1 han sido relacionados con 
la potenciación de la proliferación y diferenciación neural en los modelos embrionarios de 
células P19 de carcinoma (Resende y cols., 2008).  El receptor P2Y2 asimismo está implicado 
en la liberación de factores tróficos en astrocitos y regulación de elementos antiapoptóticos 
en células 1321N1 de astrocitoma (Chorna y cols., 2004) (Arthur y cols., 2006b). Además, el 
receptor P2Y4 también ha sido relacionado con la facilitación de la neurogénesis en células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y (Cavaliere y cols., 2005). En este sentido, el ATP liberado 
masivamente de las células dañadas en cerebro puede ser clave para la iniciación de procesos de 
reparación y regeneración (Abbracchio y Burnstock, 1998), teniendo en cuenta que la activación 
de los receptores P2Y también puede llevar a la activación de las respuestas en los astrocitos, 
relacionados con la “gliosis” (Neary, 1996) (Neary y cols., 1994). 
Son pocos los trabajos que implican directamente a los receptores P2Y con la apoptosis. 
Algunos de estos estudios relacionan al P2Y1 con la activación de la apoptosis vía ERK1/2 
(Sellers y cols., 2001), mientras que en otros estudios serían el P2Y6 o el P2Y12 los que actuarían 
previniendo la apoptosis frente a estímulos como el TNFα (Kim y cols., 2003c) (Mamedova y 
cols., 2006). Esto indicaría el posible papel dual de los receptores P2Y en la regulación de la 
muerte celular programada.
1.5.5.- Receptores P2Y y funciones terapéuticas.
Los receptores P2Y son una posible diana terapéutica que cada vez cobra más interés. 
Un ejemplo de ello son los antagonistas del P2Y1 y del P2Y12 empleados como agentes 
antitrombóticos utilizados ampliamente en clínica, como el clopidogrel, que es el principio 
activo del fármaco comercializado como Plavix (Burnstock, 2002) (Jacobson y cols., 2002) 
(Cattaneo, 2007) (Boeynaems y cols., 2005). También se han propuesto antagonistas del 
receptor P2Y11 en el tratamiento de la hipertensión o del fallo cardíaco congestivo. (Balogh y 
cols., 2005). El P2Y2 y el P2Y6 asimismo son dianas terapéuticas en las enfermedades cardíacas. 
El P2Y2, es capaz de reducir la expresión de la VCAM-1, y su inhibición puede prevenir la 
inflamación asociada con la ateroesclerosis (Seye y cols., 2004). De manera muy intensiva se 
estudia su posible participación en enfermedades inflamatorias (Guile y cols., 2001). Los P2Y 
son objetivos potenciales muy a tener en cuenta en el tratamiento de enfermedades como la 
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osteoporosis, inflamación, diabetes  (Schnurr y cols., 2003) (Solini y cols., 2003), o la fibrosis 
quística. Esta enfermedad se produce como consecuencia de una alteración en el transporte de 
Cl-, lo que lleva a la obstrucción y colonización de bacterias patógenas de las vías respiratoras. 
Su tratamiento a través del compuesto INS-37217 o denufosol, agonista del receptor P2Y2, 
está actualmente en fase clínica III (Kellerman y cols., 2008) (Yerxa y cols., 2002). También se 
emplean antagonistas de receptores P2Y en el tratamiento del síndrome de ojo seco (Tauber y 
cols., 2004), ya que median procesos como la inducción de la secreción lacrimal, producción de 
lisozimas y aceleración de la reparación del daño en la córnea (Guzman-Aranguez y cols., 2007). 
En el Sistema Nervioso, se postula la utilización de los ligandos P2Y para el tratamiento del 
dolor, epilepsia y trastornos neurodegenerativos /neuroinflamatorios, como son el Alzhéimer, 
Parkinson, Hungtinton o alteraciones neuronales motoras (Fischer y Krugel, 2007).
2.- EL CEREBELO
El cerebelo es una zona de gran importancia dentro del cerebro. Esta presente desde 
los vertebrados más antiguos y, aunque ha ido evolucionando, su estructura de ordenación y 
conexiones de las neuronas no ha variado. En un principio se pensó que el cerebelo  tenía la 
única función, aunque muy importante, de suavizar, dar continuidad y armonía al movimiento y 
postura corporal. Estas acciones se realizarían por medio de la integración y procesamiento de 
la información sensorial que llega de la periferia y la coordinación para ajustar correctamente 
el movimiento. Actualmente se sabe que el cerebelo participa en también en la memoria a 
corto plazo, la cognición superior, planificación y realización de tareas, control de impulsos, 
mantenimiento de la atención y el habla. Además sus alteraciones podrían estar asociadas con 
algunas enfermedades como el autismo o la esquizofrenia.
2.1.- Anatomía del cerebelo.
Anatómicamente, el cerebelo se encuentra situado sobre el tronco del encéfalo apoyado 
sobre los pedúnculos cerebelosos (superior, medio e inferior), por los que se conecta al resto del 
cerebro y a través de los cuales circulan las vías aferentes y eferentes del cerebelo. En mamíferos, 
el cerebelo está formado por una sucesión de láminas o folia de disposición transversal que 
cruzan la línea media sin discontinuidad, de modo que, desplegadas, ocuparían una superficie 
considerable.
Dos fisuras horizontales profundas, la fisura primaria y la fisura posterolateral dividen 
al cerebelo en lóbulos: el lóbulo anterior (paleocerebelo) y posterior (neocerebelo) y el lóbulo 
floculonodular o arquicerebelo, respectivamente. Otras fisuras poco profundas subdividen los 
lóbulos anteriores en varios lobulillos (del I al X). En el plano longitudinal dos surcos crean 
una franja central denominada vermis, dejando los hemisferios cerebelosos a los lados. Éstos 
comprenden a su vez una región intermedia y una región lateral externa.
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Cada porción del cerebelo tiene una especialización funcional, determinada por 
las conexiones de entrada y salida. El lóbulo floculonodular o arquicerebelo es la parte 
filogenéticamente más antigua y se relaciona de manera recíproca con el sistema vestibular, 
interviniendo en el mantenimiento de la postura corporal y los movimientos oculares. Por 
otro lado, los lóbulos anterior y posterior están involucrados en el control de los movimientos 
corporales, existiendo en ambos una segregación transversal de las conexiones. El vermis y 
la parte más próxima de los hemisferios (zona intermedia), constituyen la región denominada 
espinocerebelo. Reciben información visual, auditiva y somatosensorial de la cabeza y las 
partes proximales del cuerpo, a través de la médula espinal y el tronco encefálico. Se encargan 
de controlar la musculatura axial, la postura y la locomoción .
Por último, la región externa de los hemisferios, más desarrollada en el lóbulo posterior 
en paralelo con el gran desarrollo de la corteza cerebral en mamíferos, se denomina también 
cerebrocerebelo. Recibe aferencias corticales y de la médula espinal, proyectando, a través del 
Médula espinal
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Figura 9.- Localización del cerebelo con respecto a otras estructuras del sistema nervioso central. Vista 
longitudinal y sagital. 
núcleo dentado y el tálamo, sobre la corteza motora y premotora. De este modo, el cerebrocerebelo 
se ocupa de la planificación y coordinación de distintos grupos musculares para la realización 
de movimientos precisos y de alto grado de complejidad, así como de la comparación entre las 
órdenes motoras procedentes de la corteza cerebral con su resultado motor .
2.2.- Histología y citoarquitectura del cerebelo
Histológicamente el cerebelo esta formado por una capa externa de materia gris 
denominada corteza cerebelosa, una zona mas interna de materia blanca y tres partes de núcleos 
profundos llamados núcleo dentado, fastigial e interpuesto. Este último esta formado a su vez 
por los núcleos globoso y emboliforme .
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La corteza cerebelosa se divide en tres capas, que de la superficie al interior se denominan 
molecular, intermedia (o de células de Purkinje) y granular (Figura 11).
En el exterior se sitúa la capa molecular. En esta capa se encuentra el árbol dendrítico de 
las neuronas de Purkinje y los axones de las neuronas granulares, formando las fibras paralelas 
que hacen sinapsis a su paso con las neuronas de Purkinje que encuentran en el trayecto. También 
podemos hallar en esta capa numerosas interneuronas inhibidoras: las células estrelladas y las 
células en cesta, que extienden sus axones hacia capas más internas. Las células estrelladas 
establecen sinapsis con las dendritas distales de las células de Purkinje mientras que las células 
en cesto “envuelven” los cuerpos de éstas.
Por debajo de esta capa más externa se sitúa la  capa de células de Purkinje o capa 
intermedia, que alberga, principalmente los cuerpos de estas neuronas, que se disponen de forma 
ordenada y cuyos axones descienden hacia la materia blanca y núcleos profundos constituyendo 
la única vía eferente del cerebelo.
Figura 10.-Subdivisiones 
funcionales del cerebelo. 
La fisura primaria y la 
fisura posterolateral dividen 
al cerebelo en el lóbulo 
anterior (paleocerebelo) 
y posterior (neocerebelo), 
y el lóbulo floculonodular 
o arquicerebelo, 
respectivamente. Otras fisuras 
poco profundas subdividen 
los lóbulos anteriores en 
varios lobulillos. En el plano 
longitudinal dos surcos 
crean una franja central 
denominada vermis, dejando 
los hemisferios cerebelosos a 
los lados. Éstos comprenden a 
su vez una región intermedia 
y una región lateral externa. 
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Por último y en la zona más interna del cerebelo se conoce como capa granular, formada 
principalmente por las pequeñas y numerosísimas células granulares. Los axones de estas 
neuronas ascienden y se bifurcan para formar las fibras paralelas de la capa molecular. Sus 
dendritas, 4-5 por célula, hacen sinapsis en las terminaciones engrosadas o rosetas de las fibras 
musgosas donde, además, confluyen los axones de las células de Golgi, conformando los 
llamados glomérulos cerebelosos. En la capa granular existen, además, dos tipos neuronales 
poco conocidos en sus aspectos electrofisiológicos, las células de Lugaro, a las que se supone 
una función similar a las de Golgi, y las células en cepillo, que mediante las fibras musgosas 
establecerían contactos con las células granulares.
La corteza cerebelosa contiene también numerosas células gliales entre las que destacan 
las células epiteliales de Golgi o glía de Bergmann, que envuelve a las neuronas de Purkinje y 
actúa de guía durante la migración de las células granulares. Además, encontramos otros tipos 
de células gliales, astrocitos y oligodendrocitos, a los que se les ha dado no solo un papel de 
soporte y mantenimiento del desarrollo de la corteza cerebelosa, sino también, una intervención 
directa en el circuito neuronal del cerebelo (Ito, 1984).
2.3.- Circuito neuronal cerebeloso, vías aferentes y eferentes.
La información llega al cerebelo por medio de tres tipos de fibras: musgosas, trepadoras 
y monoaminérgicas (figura 12) que constituyen dos grandes vías aferentes que llegan a las 
neuronas de Purkinje,  mientras que cuenta solo con una única vía eferente formada por los 
axones de estas mismas neuronas.
Las vías aferentes pueden llegar de modo directo a través de las fibras trepadoras, o 
indirecto, desde las fibras musgosas por vía de las neuronas granulares. La estimulación reiterada 
de las fibras trepadoras sobre las neuronas de Purkinje genera una despolarización prolongada 
que se traduce en espigas complejas, formadas por una espiga inicial de gran amplitud seguida 
de un conjunto de potenciales de acción de baja amplitud y alta frecuencia (De Zeeuw, 1998). 
En contraste, las fibras paralelas producen potenciales de acción sencillos y breves o espigas 
simples (Martinez y cols., 1971). En un plazo más o menos largo, la despolarización inducida 
en la neurona de Purkinje por las fibras trepadoras puede disminuir la eficacia post-sináptica de 
las fibras paralelas. Este fenómeno se conoce como long term depression (LTD) o inhibición a 
largo plazo y juega un importante papel en el aprendizaje motor.
A esta integración de señales aferentes hay que sumarle la modulación inhibidora de la 
señal por las interneuronas. Como resultado, la neurona de Purkinje envía una señal que será 
más o menos intensa, pero de naturaleza inhibidora. Esta capacidad integradora y moduladora 
que ocurre en el cerebelo es la base de su papel en la coordinación, regulación y ajuste a varios 
niveles.
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Figura 11- Organización general de la corteza cerebelosa. En el esquema se puede observar una circunvolución 
cerebelosa en eje transversal y longitudinal (izq. y dcha. respectivamente). Se puede observar la disposición de 
los principales tipos neuronales cerebelares así como la formación de las fibras paralelas y de las fibras aferentes 
trepadoras y musgosas.
La vía aferente, por su parte se proyecta finalmente sobre las neuronas de los núcleos 
profundos cerebelares y vestibulares, siendo ésta una inervación puramente inhibidora mediada 
por el neurotransmisor GABA. Al mismo tiempo, esta vía eferente envía colaterales axónicas 
recurrentes que inhiben, a su vez, a las células de Purkinje, estrelladas y en cesto contiguas 
creando así un potente lazo inhibitorio.
2.4.- Avances en el conocimiento de las funciones del cerebelo.
El conocimiento de las funciones en las que está involucrado el cerebelo se ha ido 
incrementando a medida que han evolucionado las técnicas de estudio. Así pues, a parte de la 
función asignada en la coordinación del movimiento, se ha podido comprobar que el cerebelo 
esta activo en gran cantidad de actividades que no guardan relación con la actividad motora 
(Schmahmann, 2004) (Allen y cols., 2005).
El cerebelo participa en el aprendizaje de las tareas motoras por medio del mecanismo de 
internalización de las subunidades GluR2 de los receptores de AMPA conocida como “depresión 
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a largo plazo” (LTD) (Ito, 2002). Las alteraciones en el cerebelo también están asocidadas a 
transtornos cognitivos y afectivos (Exner y cols., 2004) debido a la interrupción de los circuitos 
de comunicación con la corteza cerebral. Los individuos afectados de autismo presentan un 
volumen y estructura anormal del cerebelo, lo que puede afectar a la conexión de los circuitos 
entre el cerebelo y el cerebro, alterando los mecanismos de aprendizaje (Herbert, 2006). 
Igualmente alteraciones en la estructura del cerebelo pueden estar asociados al desarrollo de la 
esquizofrenia. Otras alteraciones, como la ataxia espinocerebelar están  también relacionadas 
con el cerebelo, debido a la ruptura que se produce entre las conexiones aferentes y eferentes 
del cortex prefrontal y estructuras subcorticales, entre las que se encuentra el propio cerebelo 
(Alekseeva y cols., 2005).
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Figura 12.- Circuito de neurotransmisión de la corteza cerebelosa. En el esquema se muestran los diferentes 
neurotransmisores que participan en el circuito cerebeloso. El ATP podría liberarse junto con otros neurotransmisores 
como el GABA, glutamato, noradrenalina o serotonina.
Por lo tanto, y más allá de las funciones que inicialmente se asignaban al cerebelo, este 
cobra cada vez más fuerza en el estudio e investigación de determinadas enfermedades y en el 
campo de la neurociencia conductual.
2.5.- La neurona granular en el cerebelo.
Las neuronas granulares se identificaron a finales del siglo XIX, al tiempo que salían a 
la luz los primeros estudios sobre la organización histológica y celular de la corteza cerebelosa 
(Obersteiner, 1880) (Athias, 1897). Estas investigaciones desembocaron unos años después en 
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los trabajos de Santiago Ramón y Cajal, que describió con gran precisión y belleza, utilizando 
tinciones de Golgi, las transformaciones que experimentan los distintos constituyentes de la 
corteza cerebelosa durante su migración y desarrollo (Ramon y Cajal, 1911 ), (Ramon y Cajal, 
1960). Desde entonces han sido numerosos los estudios que, confirmando aquellas elegantes 
descripciones, han tenido por objeto el desarrollo de la neurona granular.
Las células granulares del cerebelo son pequeñas neuronas con un soma de tamaño 
entre 6 y 10 µm, con un núcleo denso, que constituyen el tipo neuronal más abundante del 
cerebro (del orden de 1011 en humanos) y el 90% de las neuronas cerebelares. En la arquitectura 
del cerebelo ocupan una posición central, siendo la principal fuente de inervación hacia las 
neuronas de Purkinje con las que forman una red sináptica ortogonal perfectamente organizada 
y eficaz.
2.6.- La neurona granular como modelo de estudio de la apoptosis.
Las neuronas granulares, debido a su desarrollo posnatal y a la viabilidad  de estas células 
en cultivo, son un excelente modelo para el estudio de los mecanismos moleculares y celulares 
relacionados con la supervivencia/apoptosis y con la neuroprotección/ neurodegenaración tanto 
in vivo como in vitro (Contestabile, 2002). La apoptosis neuronal es un mecanismo fisiológico 
de control muy importante durante el desarrollo del sistema nervioso, pero sus alteraciones 
pueden llevar al desencadenamiento de enfermedades neurodegenerativas (Nijhawan y cols., 
2000). Esta muerte programada está muy relacionada con la familia de Bcl-2, la familia de las 
caspasas, con el metabolismo mitocondrial, activación de oncogenes, quinasas y fosfatasas al 
igual que con la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (Sastry y Rao, 2000) (Lossi 
y cols., 1998).
Los estudios llevados a cabo in vivo revelan que la apoptosis o supervivencia de las 
neuronas granulares depende en gran medida de su principal objetivo de conexión celular, las 
neuronas de Purkinje. Estas neuronas promueven la supervivencia de las neuronas granulares 
a través de la proteína Sonic hedgehog (Shh). Otras de las señales de diferenciación para 
estas neuronas pueden ser el BDNF, el bFGF o el IGF-I que estimulan la supervivencia de 
las neuronas granulares y sus progenitores (Chrysis y cols., 2001) (Dahmane y Ruiz i Altaba, 
1999) (Schwartz y cols., 1997) (Cheng y cols., 2001). Estos mismos efectos se producen como 
consecuencia de la actividad del péptido liberado desde la pituitaria, el PACAP (Vaudry y cols., 
2000). La señalización mediada por los receptores de NMDA es también importante para el 
mantenimiento o apoptosis de las neuronas granulares de cerebelo, variando los efectos de su 
señalización en función del momento del desarrollo en que se produzca (Contestabile, 2002).
Como hemos dicho previamente, los cultivos de neuronas granulares están muy bien 
establecidos, y la modificación de ciertos parámetros en estos cultivos supone una herramienta 
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vital para el estudio de la apoptosis. El requerimiento más importante, dentro de estos 
parámetros, para el mantenimiento de las neuronas granulares es la despolarización crónica de 
las células con concentraciones superiores a 20mM de K+, usualmente de 25mM. En presencia 
de las concentraciones fisiológicas de K+ (5mM), las células entran en apoptosis (Balazs y cols., 
1988). Esta necesidad de mantener un estado de excitación mantenida en las neuronas granulares 
parece mimetizar las conexiones que se establecen in vivo  en las sinápsis excitatorias con las 
fibras musgosas, mientras las neuronas granulares se están diferenciando. Estas condiciones 
permiten el mantenimiento de ciertos niveles de calcio en el interior de la célula, que evitan la 
apoptosis (Contestabile, 2002).
Varios estudios han descubierto múltiples  elementos que promueven la supervivencia de 
las neuronas granulares en cultivo, protegiéndolas de la apoptosis inducida como consecuencia 
del establecimiento de condiciones de bajo potasio (5mM). Estos elementos son, el propio 
restablecimiento de las condiciones despolarizantes en el cultivo, la señalización activada 
por  niveles elevados de AMP cíclico y sus análogos, por el IGF-I, la forskolina, o el litio. 
Todos estos elementos tienen un punto en común y es que todos producen la inhibición de la 
actividad catalítica de la GSK3β. Este efecto antiapoptotico de la inhibición de esta enzima en 
las neuronas granulares, se comprobó igualmente que la acción de inhibidores selectivos de la 
GSK3 protegían frente a este tipo de apoptosis (Chin y cols., 2005). 
La GSK3 participa también en la apoptosis o la protección inducida por otros multiples 
factores en las neuronas granulares de cerebelo, como la señalización proapoptotica mediada 
por ceramidas (Mora y cols., 2002) o la deprivación de factores tróficos en cultivo (Hetman y 
cols., 2000).
Figura 13.- Neuronas granulares de cerebelo en cultivo. La imagen tomada con un objetivo 20X de contraste 
de fases muestra neuronas granulares en día 11 de cultivo, destacándose la compleja red de prolongaciones 
axodendríticas establecida entre los somas neuronales, así como la pureza de este tipo de cultivo celular, superior 
al 95%.
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En lo referente a la apoptosis neuronal una de las principales vías de supervivencia, 
que es activada por la señalización de numerosos factores de crecimiento como el IGF-I o el 
GDF-15, esta mediada por la PI3K que a su vez activa a la proteína Akt. Estas dos proteínas 
fosforilan e igualmente inactivan a  la GSK3, como veremos en el apartado siguiente. (Cross y 
cols., 1995) (Subramaniam y cols., 2003). Esta misma vía de señalización está relacionada por 
la protección que el NMDA ejerce sobre las neuronas granulares de cerebelo en cultivo durante 
su desarrollo (Zhang y cols., 1998) (Zhu y cols., 2005) (Xifro y cols., 2005) o en la prevención 
de la apoptosis inducida por la activación de la quinasa dependiente de calcio calmodulina IV 
(See y cols., 2001). La actividad de la PI3K y de las ERK resulta necesaria, igualmente, para la 
inhibición de la GSK3 y el mantenimiento de la supervivencia neuronal inducida por el factor 
BDNF, en neuronas corticales (Hetman y cols., 2002) o en precursores neurales (Lim y cols., 
2008) y colaboran en la protección que ejerce el NMDA en las neuronas granulares de cerebelo 
(Zhu y cols., 2005). Por último la GSK3 promueve la actividad de la GSK3 de miembros 
proapoptóticos, como Bax (Linseman y cols., 2004) de la familia de Bcl-2, que es vital en la 
regulación de la apoptosis neuronal (Merry y Korsmeyer, 1997).
Todos estos datos nos impulsaron al estudio del posible papel de esta enzima en la 
señalización mediada por los receptores de nucleótidos en las neuronas granulares de cerebelo, 
debido al importantísimo numero de sustratos que posee, el amplio sistema de regulación sobre 
ella y el gran número de acciones en las que está involucrada en el sistema nervioso, como 
veremos en mayor detalle, en el apartado siguiente.
3.- GLUCÓGENO SINTASA QUINASA 3 (GSK3).
3.1.- Introducción general.
La enzima Glucógeno Sintasa Quinasa 3, originalmente nombrada así debido a su papel 
central en el metabolismo del glucógeno, es una serina proteina quinasa con funciones clave 
en multitud de procesos. Constituye una etapa central en muchas vías de señalización y regula 
importantes efectos a nivel celular. Entre ellos, destaca su importancia dentro de los sistemas 
de señalización acoplados a factores de crecimiento como la insulina, y su  participación dentro 
de la vía de Wnt, esencial para el desarrollo embrionario, además de su papel regulador en la 
síntesis proteica, la proliferación, diferenciación, motilidad celular, dinámica de microtúbulos 
y apoptosis. Igualmente está implicada en el correcto funcionamiento a nivel cognitivo del 
organismo. Todas estas funciones se basan en el gran número de sustratos que es capaz de 
regular la GSK3, de los que hasta la fecha se han identificado más de 40, entre los que se 
encuentran factores de iniciación, elementos del ciclo celular, factores de transcripción y 
proteínas implicadas en la dinámica de los microtúbulos y adhesión celular, sin olvidar por 
supuesto, las que participan en la regulación del metabolismo. Estas importantes funciones 
reguladoras de la GSK3 llevan asociado el hecho de que sus alteraciones se encuentren unidas a 
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varias situaciones patológicas. (Jope y Johnson, 2004) (Frame y Cohen, 2001) (Grimes y Jope, 
2001).
La GSK3 fue descubierta en 1980 e identificada como una de las proteínas quinasas 
capaces de actuar sobre la glucógeno sintasa, enzima clave en el metabolismo que regula el 
paso final de la biosíntesis de glucógeno y que resultaba fosforilada e inactivada por la acción 
de la GSK3 (Embi y cols., 1980). Purificada a partir del músculo esquelético de conejo (Rylatt 
y cols., 1980), se identificaron en mamíferos dos isoformas, muy relacionadas, la GSK3α 
y la GSK3β (Woodgett, 1990), a las que más recientemente se uniría la isoforma resultante 
del procesamiento alternativo  de la GSK3β, la GSK3β2 (Mukai y cols., 2002). La GSK3α 
y β están codificadas por genes diferentes y poseen unas secuencias casi idénticas en sus 
dominios catalíticos (97%) situados en la zona central, mientras que fuera de estos dominios las 
secuencias difieren notablemente. La isoforma α posee un peso molecular de 51 KDa, mientras 
que la isoforma β cuenta con un peso molecular de 47 KDa y una secuencia compuesta por 
482 aminoácidos, siendo la homología total de aminoácidos entre ambas de un 85% (Jope y 
Johnson, 2004) (Embi y cols., 1980) (Woodgett, 1991). En cuanto a la variante de la isoforma 
β, la GSK3β2 cuenta con un inserto de 13 aminoácidos en su dominio catalítico consecuencia 
del procesamiento alternativo (Mukai y cols., 2002). 
Aunque fuera aislada en el músculo esquelético, la GSK3 se encuentra  ampliamente 
distribuida en todos los tejidos con niveles particularmente altos en el cerebro (Woodgett, 
1990), especialmente la isoforma GSK3β. Esta isoforma muestra niveles muy elevados durante 
el desarrollo, decreciendo posteriormente a partir del día 20 tras el nacimiento, y participando 
en la formación de sinapsis, migración celular, polarización y desarrollo de neuritas (Leroy 
y Brion, 1999) (Shi y cols., 2004). En cuanto a su actividad enzimática una gran parte de sus 
sustratos requieren de una fosforilación previa, por parte de otra quinasa, para ser reconocidos 
por la GSK3 (DePaoli-Roach, 1984) (Fiol y cols., 1988). Esta fosforilación previa se realiza 
en n+4, (siendo n el residuo a fosforilar por la GSK3), dando lugar a un orden “jerárquico” de 
fosforilaciones. Esto sucede en sustratos como por ejemplo, la glucógeno sintasa, la ATP-citrato-
liasa, el factor de iniciación eIF2B etc. (Fiol y cols., 1987) (Hughes y cols., 1992) (Benjamin 
y cols., 1994). El reconocimiento e interacción con el sustrato pre-fosforilado, se lleva a cabo 
a través de los residuos de Arginina 96, 180, o la Lisina 205, situados en el dominio catalítico 
de actividad quinasa de la GSK3 (Frame y cols., 2001). Estos residuos de reconocimiento se 
encuentran conservados en todos los homólogos de la GSK3 identificados hasta la fecha (Kim 
y Kimmel, 2000). Sin embargo la fosforilación previa no es un paso imprescindible para que la 
GSK3 actué, ya que hay sustratos que contienen una gran variedad de residuos acídicos que son 
reconocidos por la GSK3 sin necesidad de este prerrequisito (Fiol y cols., 1988). 
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3.2.- Mecanismos de regulación de la GSK3
Dada la importancia de la GSK3 debido a la gran variedad de los procesos que están 
directa o indirectamente relacionados con su actividad, esta enzima se encuentra amplia y 
específicamente regulada en el interior celular. Entre los sistemas de regulación más importantes 
se sitúan, sin duda, las fosforilaciones (pudiendo ser estas inhibidoras o facilitadoras de la 
actividad enzimática), aunque también se regula por defosforilaciones activadoras, por formación 
de complejos proteicos,  y por la actuación de inhibidores selectivos como los fármacos para el 
tratamiento del trastorno bipolar y otros compuestos.
3.2.1.- Regulación por fosforilación.
Regulación de la GSK3 por fosforilaciones inhibitorias de su actividad. Fosforilación 
en sus residuos de Serina.
Las fosforilaciones en los residuos de serina 21 y 9 en el extremo N-terminal para las 
isoformas α y β respectivamente,  llevan asociadas la disminución de la actividad catalítica de 
la GSK3 (Plyte y cols., 1992). Estas fosforilaciones parecen actuar a modo de pseudo-sustrato 
intramolecular, que bloquea el acceso al sitio catalítico de los sustratos prefosforilados (Doble 
y Woodgett, 2003). Existen numerosas quinasas activadas por distintas vías de señalización 
capaces de realizar esta fosforilación. Entre ellas destacan la Akt/PKB, ciertas isoformas de la 
PKC, la PKA, la p70S6 quinasa y la p90RsK (también llamada MAPKAP quinasa-1). 
La Akt es la principal enzima activada por la vía de señalización de la insulina, 
involucrada en la fosforilación en serina de la GSK-3. La activación de los receptores de insulina 
inicia una cascada de señalización que culmina en la fosforilación, de manera dependiente de 
la PI3K, de los residuos Ser 473 y Thr 308 de la Akt. Estas fosforilaciones activan la enzima 
y permiten que ésta, a su vez, fosforile a la GSK3 por medio de interacción directa entre las 
dos proteínas (Delcommenne y cols., 1998) (Alessi y cols., 1996) (van Weeren y cols., 1998). 
La inhibición de la GSK-3 por parte de la insulina disminuye los niveles de fosforilación de 
la glucógeno sintasa, que resulta activada. Esta defosforilación se ve también reforzada por la 
activación de la proteína-fosfatasa 1 (Cohen y cols., 1978) (Newgard y cols., 2000). Además 
de la insulina, numerosos factores de crecimiento son capaces de inactivar la GSK3 a través de 
la vía de señalización dependiente de la PI3K/Akt, como es el caso del IGF-I, BDNF, FGF-1, 
en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo, neuronas corticales, células HT22 
(Quevedo y cols., 2000) (Cui y cols., 1998) (Bhave y cols., 1999) (Hashimoto y cols., 2002) y 
en hepatocitos (Park y cols., 1999), el NGF (factor de crecimiento nervioso) en células PC12 
(Pap y Cooper, 1998), y el EGF (factor de crecimiento endotelial) en células musculares (Halse 
y cols., 1999). 
La vía PI3K/Akt también regula la actividad de la GSK3 como respuesta al estrés 
celular derivado del estrés oxidativo, y las proteínas de shock térmico inducen, de esta forma, 
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la inactivación de la GSK3 (Shaw y cols., 1998) (Lin y cols., 1997) (Blair y cols., 1999). Todos 
estos casos convierten, en conjunto, a la vía de la Pi3K/Akt en la vía principal de inhibición de 
la actividad catalítica de la GSK3 a través de la fosforilación en sus residuos de serina.
Además de la Akt, la p90RSK, también llamada MAPKAP quinasa-1, y la p70S6 
quinasa (p70S6K) son otras dos enzimas capaces de fosforilar los residuos de serina de la 
GSK3 disminuyendo su actividad catalítica. La implicación de estas dos enzimas en esta vía 
fue descrita ya en 1993 y 1994 (Sutherland y cols., 1993) (Sutherland y Cohen, 1994), siendo su 
actividad sensible a la acción de la fosfatasa 2A. Por su parte, la p90RSK está implicada en la 
fosforilación de la GSK3β en respuesta a las vías de señalización activadas por EGF en células 
A431 humanas y en células NIH3T3 (Saito y cols., 1994) (Eldar-Finkelman y cols., 1995), 
por ésteres de forbol en células S3T3 (Shaw y Cohen, 1999), y por esteroides cardiotónicos en 
tejido muscular esquelético de humano y rata (Kotova y cols., 2006a) (Kotova y cols., 2006b).
Por último, la quinasa dependiente de AMP cíclico (PKA) y ciertas isoformas de la familia 
de las proteína quinasas C (PKC) (α, βI, βII, γ, no la ε) son también capaces de incrementar los 
niveles de fosforilación inhibidora de la GSK3 (Fang y cols., 2000) (Li y cols., 2000) (Goode y 
cols., 1992). La PKA es la responsable de la inhibición de la GSK3 en la señalización activada 
por endotelina-1 en la hipertrofia de las células vasculares del músculo liso (Taurin y cols., 
2007). Con respecto a la PKC, su participación ha sido descrita en la inhibición de la GSK3 por 
la vía de Wnt/Wingless (Cook y cols., 1996). De igual forma, la acción de la isoforma PKCzeta, 
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Figura 14.- Principales mecanismos de inhibición de la GSK3.  La regulación de la actividad de la GSK3 es 
un paso clave en el equilibrio apoptosis/supervivencia neuronal. En este sentido la principal vía de supervivencia 
es la activada por los factores tróficos, que a través de la vía de la PI3K/Akt, fosforilan a la GSK3 en serina 
inactivándola. Otras quinasas pueden fosforilar a la GSK3 en este mismo sentido, como la PKA, la PKC, la 
p90RsK o la P70S6K. La actividad de la GSK3 puede regularse también por la formación de complejos proteicos 
como los activados por medio de la vía de señalización de Wnt.
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junto con la Akt, inhiben GSK3 en la vía activada por insulina en células L6hlR (Oriente y 
cols., 2001). Además, la proteólisis parcial, asociada a la apoptosis, que se produce sobre la 
isoforma PKC ζ, genera un fragmento activo capaz de fosforilar e inactivar la GSK3 (Tsujio y 
cols., 2000). 
Regulación de la GSK3 por fosforilaciones facilitadoras de su actividad. Fosforilación 
en los residuos de Tirosina.
A diferencia de las fosforilaciones en los residuos de serina, las fosforilaciones que la 
GSK3 experimenta en sus residuos de tirosina 279/216, para las isoformas α y β respectivamente, 
parecen incrementar su actividad enzimática (Hughes y cols., 1993) (Wang y cols., 1994). Esta 
fosforilación permite la relocalización del residuo en la estructura de la GSK3 interaccionando 
con una arginina próxima e incrementando el acceso de los sustratos y la actividad quinasa (Cole 
y cols., 2004). La defosforilación de estos residuos reduce la actividad de la enzima (Hughes y 
cols., 1993) como se observa cuando se produce la activación directa de la PKC en determinados 
tipos celulares (Murai y cols., 1996). Se ha descrito que los factores de crecimiento no varían 
la fosforilación en los residuos de tirosina (Shaw y cols., 1997), aunque existen evidencias de 
reducción de los niveles de esta fosforilación en tratamientos con insulina, EGF (Murai y cols., 
1996), frente a estímulos proapototicos, como daño celular, privación de NGF o tratamiento 
con estaurosporina (Bhat y cols., 2000). 
Al igual que en el caso de los residuos de serina, la fosforilación de los residuos de 
tirosina está ampliamente regulada por las vías de señalización intracelular. En este sentido, 
el ácido lisofosfatídico induce, a través de las proteínas Gα12/13, la activación de la GSK3 
por fosforilación en sus residuos de tirosina en células N2A (Sayas y cols., 2002). Se conocen 
diferentes quinasas capaces de fosforilar estos residuos, como es el caso de la tirosina quinasa 
ZAK-1 en Dictiostelium (Kim y cols., 1999), o la quinasa Fyn de la familia de las Src tirosina 
quinasas (Lesort y cols., 1999). De igual modo ha sido descrito que los incrementos transitorios 
de la concentración intracelular de calcio incrementan los niveles de fosforilación en tirosina de 
la GSK3 (Hartigan y Johnson, 1999).
Regulación por defosforilaciones activadoras de la GSK3.
La regulación de la enzima GSK3 por medio de vías de señalización que llevarían a la 
defosforilación de los residuos de serina y por lo tanto, a su activación y aumento de actividad 
catalítica, es un hecho descrito cada vez más frecuentemente en la bibliografía. Esta fosforilación 
ocurre cuando se produce la inhibición de la quinasa 5 dependiente de ciclina (CDK5) que, a su 
vez, mantiene inactiva a la proteína fosfatasa 1, PP1. El consiguiente aumento de la actividad de 
la PP1 defosforila los residuos de serina de la GSK3, activándola y permitiendo que actúe sobre 
el transporte de proteínas a la membrana axonal (Morfini y cols., 2004). La PP1 es también la 
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responsable de la activación de la GSK3, CDK5 y CDK2 en prosencéfalo, incrementando la 
fosforilación de Tau llevada a cabo por estas enzimas (Bennecib y cols., 2000). De igual forma, 
la defosforilación y activación de la GSK3 mediada por la proteína fosfatasa 2A, (PP2A) en 
neuronas granulares de cerebelo, conduce a la apoptosis en la señalización activada por C2-
Ceramida (Mora y cols., 2002). Asimismo, la vía de señalización acoplada al AMP influye 
positivamente en la regulación de la GSK3. La activación de la proteína quinasa activada por 
AMP (AMPK), sensor celular de la falta de aporte energético a las células, provoca en los 
cultivos de neuronas hipocampales y en células de neuroblastoma SH-SYSY, la defosforilación 
de Akt y, como consecuencia de esto, la defosforilación de los residuos de serina de GSK3 y el 
aumento de su actividad catalítica (King y cols., 2006).
3.2.2.- Regulación de la GSK3 por formación de complejos proteicos.
La GSK3 no se regula únicamente por variaciones en la fosforilación de sus residuos, 
sino que también está altamente regulada por la interacción directa con otras proteínas, a través 
de la formación de complejos proteicos.
Vía de Wnt.
Sin duda, la ruta de regulación de la actividad de la GSK3 por medio de formación de 
complejos proteicos más conocida es la de la vía de Wnt, donde la GSK3 interviene tanto en la vía 
canónica como no canónica. El término Wnt fue acuñado como combinación de wg (wingless) y 
de int y se puede pronunciar como ‘wint’. El gen wingless había sido identificado originalmente 
como un gen que controlaba la polaridad de los segmentos en Drosophila melanogaster, que se 
expresa durante la embriogénesis y también en el adulto durante la metamorfosis. Los genes int 
fueron inicialmente identificados como genes relacionados con los sitios de inserción de virus 
generadores de tumores en vertebrados. Ambos genes son homólogos y comparten un origen 
evolutivo.  En la vía canónica de Wnt, altamente conservada a lo largo de la evolución, la GSK3 
participa en el control del regulador transcripcional β-catenina. 
En ausencia de estimulación de Wnt, la β-catenina se encuentra básicamente localizada 
en membrana asociada a componentes del citoesqueleto, como las cadherinas, y regulando la 
dinámica de la actina y de las adhesiones celulares. Los niveles de β-catenina en citosol en estas 
circunstancias son bajos debido a la regulación negativa que ejerce el complejo multimérico en 
el que se encuentra la propia β-catenina con la GSK3, Axina, Caseina Kinasa I (CK1), Axina 
2/Axil /conductina y APC (adenomatus poliposis coli gene product) (Hart y cols., 1998; Amit 
y cols., 2002; Liu y cols., 2002). Dentro de este complejo, la caseína kinasa I fosforila a la 
β-catenina en su residuo Ser45, haciéndola reconocible para la GSK3, que la fosforila en Thr41, 
Ser37 y Ser33 (Jope y Johnson, 2004). La GSK3 también fosforila en el interior del complejo 
tanto a la axina como al APC. Estas fosforilaciones actúan en sentido contrario a las realizadas 
sobre la β-catenina, estabilizando de esta forma a la Axina, y propiciando la interacción de la 
SummaryIntroducción
78
APC con la β-catenina (Rubinfeld y cols., 1996) (Kishida y cols., 1998) (Hedgepeth y cols., 
1999). La acción de APC junto con la de la proteína F-box, βTrCP, median la destrucción, vía 
proteasoma, de la β-catenina polifosforilada de esta forma (Moon y cols., 2002) (Hart y cols., 
1999; Kitagawa y cols., 1999). 
Cuando se produce la llegada de la señal de Wnt, ésta es reconocida por los receptores 
de 7 segmentos transmembrana Frizzled (Bhanot y cols., 1996) (Yang-Snyder y cols., 1996) 
y los LDL receptor related proteins (LRP 5/6) (Wehrli y cols., 2000) (Tamai y cols., 2000) 
(Pinson y cols., 2000), que actúan como correceptores.  La activación de Frizzled lleva a la 
activación, mediada por ciertas subunidades de las proteínas G (Katanaev y cols., 2005) (Liu 
y cols., 2001), de la proteína Disheveled. Esta proteína interacciona con las GBP (proteínas de 
unión a GSK3), que en mamíferos están representadas por las isoformas, Frat 1, 2 y 3 (Jonkers 
y cols., 1997) (Li y cols., 1999; Thomas y cols., 1999) (van Amerongen y cols., 2004), e inhiben 
la GSK3 por la ruptura de su complejo con la Axina. La Axina y Frat compiten por la unión a 
GSK3 (Farr y cols., 2000), mientras que Disheveled puede unirse tanto a Axina como a Frat 1, 
y facilita la disociación de la Axina de GSK3 y la unión a esta última de Frat 1, reduciéndose la 
actividad quinasa de la GSK3 y favoreciendo la estabilización y acumulación de la β-catenina 
en el citosol (Krylova y cols., 2000) (Li y cols., 1999), lo que lleva a su translocación al núcleo 
donde actúa como regulador transcripcional de genes activados por el factor de transcripción 
TCF/Lef-1. 
Hedgehog.
Otro ejemplo de complejo proteico es el formado por la GSK3 con Hedgehog, familia de 
proteínas secretadas que regulan procesos de crecimiento y desarrollo a través de GSK3 y cuyas 
alteraciones están relacionadas con defectos neurales y procesos tumorales. Hedgehog y Wnt 
no suelen coincidir en poblaciones celulares, ya que sus mecanismos son bastante paralelos. 
Cuando Hedhegoh no está presente, la GSK3 forma complejos con el factor de transcripción 
Ci-155 y con otras proteínas como Fused, PKA, Cos2 y CK1. En el interior de este complejo, 
PKA fosforila a Ci-155 en varios residuos, haciéndolo reconocible para GSK3 y CK1 que a 
su vez hiperfosforilan al factor de transcripción induciendo su degradación vía proteasoma, 
convirtiéndose en el fragmento Ci-75 que actúa como represor transcripcional. (Jia y cols., 
2002; Price y Kalderon, 2002) (Lefers y Holmgren, 2002). Cuando Hedgehog se une a Patched 
(Proteína de 12 segmentos transmembrana que se identifica con el receptor de Hedgehog), 
se produce la hiperfosforilación y liberación de Smoothened (SMO), que a su vez se une a 
Cos2, disgregando el complejo e inhibiendo la fosforilación de Ci y su posterior proteolisis, 
y facilitándose finalmente la expresión de los genes regulados por Hedgehog. (Cohen, 2003) 
(Zhang y cols., 2005) (Jia y cols., 2003; Lum y cols., 2003; Ruel y cols., 2003) (Apionishev y 
cols., 2005).
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Figura 15.- Esquema de la vía de señalización de Wnt. En ausencia de estimulación de Wnt, la β-catenina se 
encuentra básicamente localizada en membrana asociada a componentes del citoesqueleto, como las cadherinas. 
Los niveles de β-catenina en citosol en estas circunstancias son bajos debido a la regulación negativa que ejerce el 
complejo multimérico en el que se encuentra la propia β-catenina con la GSK3, Axina, Caseina Kinasa I (CK1), 
Axina 2/Axil /conductina y APC. Dentro de este complejo, la β-catenina resulta fosforilada por la GSK3 lo que 
conduce a su ubiquitinzación mediada por la proteína F-box, βTrCP, y su degradación vía proteasoma.  La llegada 
de la señal de Wnt, lleva a la activación, mediada por proteínas G, de la proteína Disheveled que interacciona con 
las GBP facilitando la disociación de la β-catenina del complejo, su estabilización y acumulación en el citosol 
y su translocación al núcleo donde actúa como regulador transcripcional de genes activados por el factor de 
transcripción TCF/Lef-1. Esquema modificado del original de cell signaling.
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Presenilina.
La GSK3 también está formando complejos con la Presenilina (PS), enzima que interviene 
en el procesamiento de la proteína precursora de amiloide (APP) relacionada con la enfermedad 
de Alzhéimer. Los péptidos Aβ se generan por rupturas secuenciales de APP, la primera ruptura 
elimina su domino extracelular y permite rupturas sucesivas mediadas por la γ secretasa. La 
presenilina posee dominios de unión tanto para GSK3 como para β-catenina, habiéndose 
demostrado la formación de complejos entre GSK3, PS y la γ secretasa, y participando en el 
procesamiento de APP (Czech y cols., 2000; Phiel y cols., 2003). La inhibición de la GSK3 
reduce, en este caso, el procesado de APP y la acumulación de los péptidos Aβ. También se 
ha propuesto la formación de complejos de PS con GSK3, PKA y β-catenina, donde la PS 
funcionaría análogamente a la Axina, actuando como un regulador negativo de la vía de Wnt 
(Kang y cols., 1999; Gantier y cols., 2000; Kang y cols., 2002).
Complejo Par, estradiol y complejos reguladores de la localización celular de GSK3.
GSK3 también interacciona con las proteínas del complejo Par, heterotrímero formado 
por Par 6, Par 3 y PKC ζ, regulando la polaridad neuronal. Este complejo regula la especificidad 
apical/basolateral, el desarrollo axonal y las migraciones de ciertas clases celulares. Este 
complejo se asocia a la GTPasa Cdc42 que promueve la activación de PKCζ, que a su vez 
fosforila la GSK3 en serina, inactivándola para regular la migración celular y la polarización. 
La inhibición de Cdc42 o PKC inhibe tanto la fosforilación de la GSK3 como la orientación de 
los microtúbulos y la migración en astrositos (Brajenovic y cols., 2004) (Etienne-Manneville y 
Hall, 2003b) (Etienne-Manneville y Hall, 2003a) (Shi y cols., 2004).
La actividad de la GSK3 resulta igualmente regulada por el estradiol a través de 
complejos proteicos. La GSK3 se asocia con el receptor de estrógenos α, y con β-catenina. En 
presencia de la hormona se produce la fosforilación de la GSK3 en serina y la liberación de 
β-catenina del complejo. El estradiol también regula el complejo en el que intervienen GSK3, 
Tau, la subunidad reguladora p85 de la PI3K y la β-catenina. El estradiol aumenta los niveles 
de p85 y β-catenina asociados a Tau, mientras que disminuye la presencia de GSK3β (Cardona-
Gomez y cols., 2004).
Por último, los complejos proteicos no solamente regulan la actividad de la GSK3, sino 
que también influyen en su localización celular, como es el caso de los complejos de unión de 
GSK3 a Frat-1 que facilita su salida del núcleo. Además, en el núcleo se encuentran presentes 
proteínas como la Axina o Disheveled, lo que sugiere una regulación a nivel nuclear de la GSK3 
(Franca-Koh y cols., 2002). La GSK3 interacciona de forma directa en el núcleo con p53, 
promoviéndose la actividad transcripcional de éste y sus acciones proapoptóticas (Watcharasit 
y cols., 2002). Igualmente p53 y GSK3 se unen en la mitocondria, facilitando la liberación del 
citocromo c y la activación de las caspasas (Watcharasit y cols., 2003).
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3.2.3.- Regulación de la GSK3 por fármacos para el tratamiento del trastorno 
bipolar o por inhibidores específicos.
Inhibidores selectivos como el SB-216763 (Cross y cols., 2001), el AR-A0144148 (Bhat 
y cols., 2003) o el litio (Klein y Melton, 1996) regulan la actividad de la GSK3 habiéndose 
descrito hasta la fecha más de 30 inhibidores de esta quinasa (Meijer y cols., 2004). El litio 
inhibe la GSK3 por dos mecanismos, uno directo y rápido, en el que compite con el Mg2+, y 
otro indirecto y más lento, que opera mediante el aumento de la fosforilación de los respectivos 
sitios inhibidores de Ser, tanto para la GSK-3β, como para la GSK-3α (Ser 9 y Ser21, 
respectivamente) (Amari y cols., 1999) (Phiel y Klein, 2001). Los otros dos inhibidores actúan 
de manera competitiva por el sitio de unión del ATP.  La inhibición de la actividad catalítica de la 
GSK3 por parte del SB-216763, del AR-A0144148 y del litio, ha sido demostrada observando 
la reducción de los niveles de fosforilación de Tau (Cross y cols., 2001) (Klein y Melton, 1996) 
(Bhat y cols., 2003). El SB216763, y el litio también estabilizan los niveles citosólicos de la 
β-catenina (Stambolic y cols., 1996) (Cross y cols., 2001). Por último, el tratamiento con litio 
produce la inhibición de la GSK3 y la desestabilización y reducción de los niveles de Axina 
(Yamamoto y cols., 1999).
3.3.- Sustratos regulados por la GSK3.
La GSK3 fosforila numerosos sustratos entre proteínas de metabolismo y señalización, 
proteínas estructurales y factores de transcripción. Hasta la fecha se conocen más de 40 sustratos 
de esta enzima, algunos de los cuáles detallamos en la siguiente tabla, junto con los efectos 
principales ejercidos sobre ellos por la GSK3.
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Proteínas de membrana y señalización 
  
Sustrato Efecto 
  
Glucogeno sintasa Su inhibición por parte de la GSK3 activa la síntesis de glucogeno 
Subunidad reguladora de 
PKA 
Incremento de su capacidad inhibitoria sobre la subunidad 
catalítica. 
Inhibidor-2 PPA Activación de la PPA-1 
Proteína básica de mielina Posible regulación de la fosforilación/defosforilación cíclica de la 
mielina en el sistema nervioso central 
Receptor de 
Glucocorticoides 
Regulación de la actividad transcripcional dependiente de estos 
receptores 
IRS 1 Atenuación de la vía activada por insulina 
Ciclina D1 Variación de su localización intracelular 
Precursor b-amiloide Incrementa la maduración de la proteína precursora 
Factor 2B de iniciación 
eucariótica 
Bloqueo de su actividad 
APC y Axina Estabilización del complejo proteíco 
Proteínas 
estructurales 
 
  
Sustrato Efecto 
  
Proteínas asociadas a 
microtúbulos: MAP1B, 
MAP2 y Tau 
Alteración de la capacidad de estas proteínas de interaccionar con 
los microtubulos, y por lo tanto de la estabilidad del citoesqueleto. 
  
β-catenina y MUC1 Regulación de la adhesión celular 
Kinesinas (cadenas ligeras) Reducción de la movilidad en el transporte axonal 
proteína básica de mielina Posible regulación de la fosforilación/defosforilación cíclica de la 
mielina en el sistema nervioso central 
Nineína Humana  
Proteínas del 
neurofilamento 
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Factores de transcripción 
Sustrato Efecto 
AP-1(Familia Jun, Fos, 
ATF) 
Reducción de su actividad y como consecuencia de la 
proliferación y muerte celular 
Myc Regulación de crecimiento diferenciación y transformación 
celular. 
CREB Expresión de genes con promotores con elementos de 
respuesta al AMPc, memoria a largo plazo, plasticidad 
sináptica y apoptosis 
HSF-1 Regulación de la defensa frente a estrés celular y expresión de 
proteínas de choque térmico 
NFAT Desarrollo timo, respuesta inmune, morfogénesis cardíaca y 
supervivencia neuronal 
β-catenina Regulación de la actividad transcripcional de factores TCF/Lef 
sobre genes implicados en el ciclo celular, adhesión, 
desarrollo, supervivencia etc. 
C/EBP Regulación de el metabolismo de nutrientes en hígado, 
diferenciación de adipocitos y de genes relacionados con la 
señalización neuronal 
NFκΒ Activación de genes implicados en la respuesta inmmune e 
inflamatoria, y con la activación neuronal y supervivencia 
Nrf2 Implicados en la homeostasis redox, regulación de la 
expresiones de genes como la hemooxigenasa-1 o NADPH. 
 
3.4.- GSK3  y apoptosis.
La regulación de la muerte celular por medio de la apoptosis es un elemento clave en el 
desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de los organismos pluricelulares. Las alteraciones 
de la regulación de la apoptosis están relacionadas con la aparición de procesos patológicos, ya 
sea por apoptosis deficiente, como en el caso del cáncer o enfermedades autoinmunes, como 
por exceso de apoptosis, como en el caso de las enfermedades neurodegenerativas. La GSK3 es 
una de las pocas enzimas capaces de actuar en ambas direcciones, tanto incrementando como 
reduciendo la sensibilidad de la célula a la apoptosis. Esto se debe a que, por un lado, la GSK3 
estimula la vía intrínseca de la apoptosis, mediada por la activación de las caspasas a través 
de las proteínas liberadas desde interior mitocondrial, ya que la GSK3 regula la actividad de 
factores de trascripción implicados en la expresión de genes pro- y anti-apoptóticos. Por otro 
lado, la GSK3 inhibe la vía extrínseca de apoptosis mediada por los denominados “receptores 
de muerte”, a través de la regulación de NFκB y del bloqueo de la activación de las caspasas 
implicadas en esta forma de apoptosis (Beurel y Jope, 2006).
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3.4.1.- Potenciación de la vía intrínseca mitocondrial de apoptosis por la GSK3.
La GSK3 ha sido identificada como la responsable de amplificar el efecto de numerosos 
estímulos que activan la vía intrínseca de apoptosis mediada por la mitocondria. Esta vía 
de apoptosis, se desencadena frente a distintos tipos de estímulos, como la inhibición de la 
PI3K/Akt o la deprivación de la señalización activada por los factores tróficos (Ortega y cols., 
2008) (Chin y cols., 2005), el daño en el DNA (Beurel y cols., 2004) (Tan y cols., 2006), 
las toxinas mitocondriales (King y Jope, 2005), situaciones de hipoxia/isquemia (Roh y cols., 
2005), excitotoxicidad mediada por glutamato (Rojo y cols., 2008) (Goodenough y cols., 
2004), apoptosis inducida por el factor de activación plaquetario (Tong y cols., 2001), estrés 
hipertónico (Rao y cols., 2004), exposición a ceramidas (Mora y cols., 2002), etanol(Takadera 
y Ohyashiki, 2004), shock térmico (Bijur y cols., 2000), estaurosporina (Bijur y cols., 2000) y 
estrés oxidativo (Shin y cols., 2004). Todos estos datos revelan la participación de la GSK3 en 
la regulación de numerosos elementos implicados en esta vía apoptótica, ya que su inhibición 
por sí sola protege frente a varios de estos estímulos proapoptóticos.
Dentro de los componentes regulados por la GSK3 que participan directamente en la 
vía mitocondrial de la apoptosis, destacan los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2, 
Bax y Bim. Por un lado, la GSK3 es capaz de fosforilar a Bax en Ser163, lo que permite su 
activación (Linseman y cols., 2004), el desarrollo de su acción secuestradora e inhibidora sobre 
las proteínas antiapoptóticas de la familia de Bcl-2, como Bcl-2 y Bcl-xL (Martinou y Green, 
2001) y su interacción con la membrana mitocondrial. Esta interacción facilita la liberación 
de las proteínas mitocondriales inductoras de apoptosis dependientes de caspasas, como el 
cytocromo c, Smac/DIABLO, así como proteínas independientes de la activación de caspasas, 
como AIF (factor inductor de apoptosis) y la endonucleasa G (Armstrong, 2006). Por otro lado, 
la GSK3 facilita la expresión de Bim activada por estrés (Hongisto y cols., 2003). 
Además la GSK3 facilita la activación de está vía intrínseca de apoptosis actuando sobre 
determinados factores de transcripción. La GSK3β aumenta drásticamente su actividad en el 
interior del núcleo celular durante la apoptosis, promoviendo la actividad de p53 e induciendo la 
expresión de Bax como respuesta al daño por DNA (Tan y cols., 2005). Asimismo, la GSK3 es 
capaz de inhibir al factor de transcripción CREB, bloqueando la expresión de Bcl-2 dependiente 
de este factor (Lonze y Ginty, 2002). Estas dos proteínas son claves en el mantenimiento de 
la integridad mitocondrial, y las variaciones de expresión ejercidas por la GSK3 inclinan 
claramente la balanza a favor de los estímulos proapoptóticos.
Más allá de su acción directa sobre la mitocondria, la GSK3 puede facilitar la apoptosis 
a través de otros sustratos regulados por su actividad catalítica. Esta enzima es capaz de actuar 
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P
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Microtúbulos
β-cat
H S F-1
Hsp
Survivina
Miembros pro-
apoptóticos
de la familia Bcl
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Figura 16.- Papel de la GSK3 en la potenciación de la vía intrínseca de apoptosis. La GSK3 promueve 
la vía intrínseca por medio de la fosforilación de Bax en Ser163, lo que permite su activación, el desarrollo 
de su acción secuestradora e inhibidora sobre las proteínas antiapoptóticas de la familia de Bcl-2, como 
Bcl-2 y Bcl-xL  y su interacción con la membrana mitocondrial. Esta interacción facilita la liberación 
de las proteínas mitocondriales inductoras de apoptosis dependientes de caspasas, como el cytocromo 
c, Además la GSK3β  interacciona con p53 promoviendo su actividad e induciendo la expresión de Bax 
y Bim, e inhibe factores de transcripción como HSF-1, CREB o  β-catenina bloqueando la expresión de 
elementos antiapoptóticos. Por último, la  GSK3 puede facilitar la apoptosis actuando sobre proteínas 
que regulan la estructura celular, como Tau.
sobre proteínas que regulan la estructura celular y cuya desestabilización puede contribuir a la 
apoptosis. Este es el caso de la proteína Tau, cuya fosforilación dependiente de GSK3 facilita su 
disociación de los microtúbulos y la desestabilización de éstos últimos (Jope y Johnson, 2004). 
La hiperfosforilación de Tau mediada por GSK3, puede llevar a la formación de los ovillos 
neurofibrilares que resultan por sí mismos tóxicos para la célula (Avila y cols., 2004). De forma 
parecida, la fosforilación que la GSK3 lleva a cabo sobre la kinesina puede desestabilizar el 
transporte intracelular y contribuir a la apoptosis (Morfini y cols., 2002).
Además del efecto sobre las proteínas estructurales, la GSK3 fosforila, inhibe o facilita 
la degradación de varios factores de transcripción que inducen la expresión de genes que 
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favorecen la supervivencia celular. Este es el caso de la β-catenina que inhibe la apoptosis 
vía Wnt (Polakis, 1999), a través de la regulación de la expresión de genes como Bcl-2 o la 
survivina (Kaga y cols., 2006), o del HSF-1 que controla la expresión de proteínas de shock 
térmico que protegen a las células frente a determinados estímulos proapoptóticos (Bijur y 
cols., 2000). Igualmente la inhibición que la GSK3 ejerce sobre el factor elF2B conduce a la 
inhibición de la síntesis proteica y favorece la apoptosis (Pap y Cooper, 2002). Por último la vía 
intrínseca de apoptosis también se ve facilitada por el efecto regulador que la GSK3 tiene sobre 
el factor de transcripción NFκB (Rao y cols., 2004).
3.4.2.- Inhibición de la vía extrínseca de apoptosis por la GSK3.
La vía extrínseca de la apoptosis está mediada por los receptores de muerte que 
pertenecen a la familia de los receptores del factor de necrosis tumoral, como TNF-R1, Fas, 
DR4 (también conocido como TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2). Estos receptores contienen 
dominios intracelulares de muerte, críticos en la iniciación de la vía extrínseca de apoptosis 
(Ashkenazi y Dixit, 1998). 
Estos receptores se activan a través de la homotrimerización del receptor (Krammer, 
2000), que da lugar a la interacción con FADD (proteína asociada al dominio de muerte de Fas) 
y con la procaspasa-8 ó procaspasa-10, formando lo que se conoce como el complejo DISC 
(Peter y Krammer, 2003). Este complejo puede desencadenar la apoptosis por medio de la 
activación directa de caspasas efectoras (Kaufmann y Hengartner, 2001), o por una vía mixta de 
apoptosis en la que participan elementos de la vía intrínseca mitocondrial (Li y cols., 1998).
La actividad de la GSK3 protege frente a la toxicidad mediada por TNFα, ya que el 
efecto inhibidor del litio aumenta la sensibilidad de las células a este tipo de apoptosis (Beyaert 
y cols., 1989). Igualmente los ratones KO para GSK3β morían prematuramente a día E14 por 
apoptosis masiva en el hígado como consecuencia de una hipersensibilidad celular al TNF 
(Hoeflich y cols., 2000). 
La actividad inhibidora de la GSK3 sobre esta vía parece que se sitúa en un paso inicial 
de la señalización, precediendo incluso a la propia activación de la caspasa-8 (Beurel y Jope, 
2006). La GSK3 también parece actuar negativamente sobre esta vía de muerte a través de 
la regulación de la actividad transcripcional de NFκB.  La GSK3 promueve la expresión 
selectiva de una serie de genes regulados por NFκB  y, dependiendo del tipo celular, las vías 
de señalización activadas pueden inhibir o promover la apoptosis (Steinbrecher y cols., 2005) 
(Beurel y Jope, 2006).
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3.5.- GSK3 y enfermedades asociadas. Posible dianas terapéuticas.
Como hemos indicado en los apartados anteriores, la GSK3 es una enzima clave en la 
regulación de numerosos procesos, con más de 40 sustratos identificados hasta la fecha, la GSK3 
ejerce su regulación a nivel de señalización, plasticidad y estructura neuronal, metabolismo, 
síntesis proteica, expresión génica y apoptosis. Esta amplia gama de procesos en los que está 
involucrada lleva a que las alteraciones en su actividad estén relacionadas con el desarrollo de 
numerosas situaciones patológicas y que la GSK3 ofrezca una diana importante en la terapia de 
estas enfermedades.
La GSK3 está directamente relacionada con alteraciones del Sistema Nervioso como 
el transtorno bipolar, la depresión o la esquizofrenia. También se asocia a enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzhéimer y con otras como el cáncer, el desarrollo de la resistencia 
a la insulina y la diabetes (Jope y cols., 2007) (Jope y Roh, 2006) (Lee y Kim, 2007) (Bhat y 
cols., 2004). Igualmente, la GSK3 promueve la respuesta inflamatoria, elemento común en 
muchas de estas patologías. 
Fas TRAIL
TNFα
Receptores TNF-R1, Fas
TRAIL-R1, TRAIL-R2
Cyt C
Apaf-1
Caspasa 9
Caspasa 3
Bid
APOPTOSIS
tBid
Caspasa 3
Vía 2
Vía 1
GSK-3
Señal extrínseca
De muerte
Figura 17.- papel de la GSK3 en la inhibición de la vía extrinseca de apoptosis. Esta vía de esta mediada por 
los receptores de muerte. Estos receptores se activan por medio de la homotrimerización del receptor, que da lugar 
a la interacción con FADD (proteína asociada al dominio de muerte de Fas) y con la procaspasa-8 ó procaspasa-10, 
formando lo que se conoce como el complejo DISC. Este complejo puede desencadenar la apoptosis por medio de 
la activación directa de caspasas efectoras (Vía 1), o por una vía mixta de apoptosis en la que participan elementos 
de la vía intrínseca mitocondrial (Vía 2). La actividad inhibitoria de la GSK3 parece darse en las primeras etapas 
de la vía impidiendo la activación de la caspasa 8 o 10.
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GSK3 y trastornos del comportamiento.
El trastorno bipolar, junto con la depresión, forman principalmente lo que se conoce 
como trastornos del comportamiento. En el trastorno bipolar los pacientes sufren episodios 
maníacos seguidos de otros de depresión. Estas alteraciones suponen un peligro para el paciente 
debido a que en muchas ocasiones llevan asociados intentos de suicidio (Nestler y cols., 2002) 
(Belmaker, 2004).
Aunque los mecanismos exactos que regulan estas patologías no se conocen, sí se ha 
establecido una implicación de la GSK3 de forma indirecta, debido a los efectos beneficiosos de 
determinados agentes terapéuticos (Jope y Roh, 2006). Este es el caso del litio, utilizado para el 
tratamiento de este tipo de alteraciones durante más de 50 años, no descubriéndose hasta 1996, 
el efecto inhibidor que ejercía sobre la GSK3 (Klein y Melton, 1996). El efecto combinado del 
litio le permiten reducir la actividad catalítica de GSK3 sin llegar a su inhibición completa, lo 
que sería fatal para la función celular (Jope y Johnson, 2004). 
La implicación de la GSK3 en el trastorno depresivo se estableció también de 
manera indirecta. La depresión se ha asociado con alteraciones en la actividad  aminérgica, 
principalmente con el sistema noradrenérgico y serotonérgico, estando los fármacos utilizados 
en el tratamiento de estos trastornos asociados a la activación de los receptores noradrenérgicos 
y serotonérgicos o la inhibición de la recaptación de estos neurotransmisores. Tanto la activación 
de estos receptores, como la inhibición de la recaptación de los neurotransmisores, inducen la 
inhibición de la GSK3 (Li y cols., 2004). Igualmente, sobre los modelos animales utilizados para 
el estudio del comportamiento depresivo, la inhibición de la GSK3 indujo rápidamente efectos 
semejantes a los de los fármacos antidepresivos (Kaidanovich-Beilin y cols., 2004). A pesar de 
que las acciones exactas mediadas por GSK3 que son inhibidas por el litio y los antidepresivos 
no se conocen, una de las posibles dianas terapéuticas puede ser la reducción de la inflamación 
asociada a estos trastornos. Esta afirmación se refuerza con el reciente descubrimiento que 
asocia la GSK3 a la potenciación de la respuesta inflamatoria (Martin y cols., 2005).
GSK3 y esquizofrenia.
La esquizofrenia es un trastorno psicótico, con gran variación entre individuos, que 
cursa con alteraciones cognitivas, de conducta, percepción y afectivas. Aunque los mecanismos 
causantes de esta alteración aún no se han descubierto, ya que más que una enfermedad en sí, 
la esquizofrenia es un conglomerado de múltiples trastornos, sí parece claro que depende de 
alteraciones en el sistema dopaminérgico. Parece que existe una desregulación del equilibrio 
entre los receptores D1 y D2, con una disminución de la actividad de los receptores D1, asociada 
a una hiperactividad de los receptores D2. La GSK3 está regulada por estos receptores, ya que 
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mientras los agonistas de los receptores D1 inhiben la GSK3 en la corteza frontal de conejo 
(Gil y cols., 2003), la hiperactividad de los receptores D2 activa las isoformas α y β de la GSK3 
(Beaulieu y cols., 2004) (Emamian y cols., 2004) (Mueser y McGurk, 2004) (Tamminga y 
Holcomb, 2005) (Laruelle y cols., 2003), (Friedman, 2004) (Tandon, 1999) (Krystal y cols., 
2003).
La desregulación de la GSK3 también está asociada a las alteraciones de la vía de 
señalización de Wnt, que producen cambios en el desarrollo del sistema nervioso central que 
están relacionadas con la aparición de la esquizofrenia (Cotter y cols., 1998). Por último, 
también se ha asociado la esquizofrenia con alteraciones en la neurotransimisión colinérgica 
y glutamatérgica, ya que ambas vías regulan la actividad de la GSK3 en cerebro. Luego todos 
estos datos en conjunto, sugieren la posible participación de la GSK3 en el desarrollo de esta 
enfermedad, aunque aún queda mucho por ser descubierto en este campo (Jope y Roh, 2006).
GSK3 y enfermedad de Alzhéimer.
La GSK3 está frecuentemente asociada con los dos principales marcadores del desarrollo 
de la enfermedad de Alzhéimer. El primero es intracelular, debido a la formación de los ovillos 
neurofibrilares por la hiperfosforilación de la proteína Tau. El segundo es extracelular, formado 
como consecuencia de la acumulación del péptido β amiloide (Kaytor y Orr, 2002). Los estadíos 
tempranos de la enfermedad se asocian a varias mutaciones entre las que destacan las de la 
presenilina 1 y 2 (Sherrington y cols., 1995) (Levy-Lahad y cols., 1995) y el precursor amiloide. 
Según los conocimientos actuales, parece ser que es la acumulación de los oligómeros tóxicos 
del péptido amiloide lo que lleva, tanto a la formación de las placas extracelulares, como a la 
hiperfosforilación de Tau, lo que, a su vez, conduce a la disfunción sináptica y la muerte celular 
(Jope y cols., 2007).
La GSK3 participa activamente en esta patología, ya que promueve la formación del 
péptido amiloide, reduciéndose considerablemente con el uso de inhibidores selectivos de la 
GSK3 (Su y cols., 2004) (Phiel y cols., 2003). El péptido amiloide por su parte, incrementa la 
actividad de la GSK3 en cultivos celulares (Takashima y cols., 1996). Los mecanismos por lo 
que sucede esto no se conocen claramente, pero parecen estar relacionados con la capacidad de 
fosforilación que la GSK3 ejerce sobre el precursor amiloide  (Aplin y cols., 1997), al igual que 
por la interacción que se produce entre la GSK3 y la presenilina 1 (Takashima y cols., 1998). En 
este sentido, las mutaciones de presenilina 1 asociadas al Alzhéimer se unen más fuertemente a 
la GSK3 y potencian su actividad (Takashima y cols., 1998). Además de estas pruebas, la GSK3 
es capaz de unirse a otros productos que se generan en el procesamiento del péptido amiloide 
(Kim y cols., 2003b) (Ryan y Pimplikar, 2005), y su inhibición reduce significativamente la 
neurotoxicidad inducida por la acumulación de estos péptidos (Alvarez y cols., 1999) (Wei 
y cols., 2000) (De Ferrari y cols., 2003). Todos estos datos indican los múltiples puntos de 
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regulación en los que puede estar actuando la GSK3 en este sentido.
Como hemos indicado anteriormente, el otro marcador de la enfermedad de Alzhéimer 
es la formación intracelular de los ovillos neurofibrilares. Estos ovillos se producen como 
consecuencia de la agregación de las proteínas Tau hiperfosforiladas (Kaytor y Orr, 2002). 
La GSK3 aumenta su actividad en neuronas que forman estos ovillos y colocaliza con las 
neuritas distróficas y con los propios ovillos en el cerebro de enfermos de Alzhéimer (Bhat y 
cols., 2004) (Pei y cols., 1997). Las neuronas que sufren degeneración granulovascular y que 
apoptizan mantienen igualmente una fuerte actividad de la GSK3β (Leroy y cols., 2002). La 
GSK3 fosforila a Tau en su residuo de Thr231, provocando su separación de los microtúbulos 
(Cho y Johnson, 2004). Otros residuos de la proteína Tau son igualmente fosforilados por GSK3, 
muchos de los cuáles se encuentran fosforilados en el Alzhéimer. Esta hiperfosforilación de Tau 
genera neurotoxicidad por sí misma, aparte de la desestabilización estructural y la alteración en 
la plasticidad neuronal (Fath y cols., 2002). La inhibición de la actividad de GSK3, en especial 
de la isoforma β (Phiel y cols., 2003), protege a las células de la toxicidad inducida por los 
agregados de proteína Tau hiperfosforilada (Noble y cols., 2005).
Por último, se ha descubierto más recientemente que la inflamación promovida por la 
GSK3 también puede contribuir a los mecanismos patológicos generados por la enfermedad de 
Alzhéimer (Jope y cols., 2007). La acumulación de placas de péptidos amiloides y los ovillos 
neurofibrilares producen la activación de los astrocitos y la microglía próximas a las neuronas. 
Esto genera un efecto beneficioso debido a los factores de crecimiento que secretan y por el 
aclaramiento de las placas de péptidos Aβ (Nagele y cols., 2003) (Wyss-Coray y cols., 2003). 
Sin embargo, este efecto positivo se ve contrarrestado por el daño neuronal que causan, debido 
a la liberación de oxido nítrico y especies reactivas de oxígeno, y a la respuesta inflamatoria 
desencadenada por la liberación de citoquinas (Heneka y cols., 2001) (Griffin y cols., 1998). 
La regulación de la actividad de la GSK3 como diana terapéutica puede ser esperanzadora 
en el estudio de esta enfermedad, como demuestran los estudios recientes en modelos  animales, 
en los que la actividad regulada y normal de la GSK3 supuso una reversión a los niveles normales 
de la fosforilación de Tau y un descenso de la muerte neuronal asociada al Alzhéimer (Engel y 
cols., 2006). 
GSK3 y diabetes.
La GSK3 es una enzima clave en la síntesis del glucógeno, ya que fosforila e inactiva a la 
glucógeno sintasa, y además su actividad se ve reducida por la fosforilación en sus residuos de 
serina mediada por los receptores de insulina (Cross y cols., 1995). Estos datos constituyen un 
importante punto de partida para el estudio de su posible utilización terapéutica en enfermedades 
como la diabetes tipo 1, tipo 2 o el desarrollo de la resistencia a la insulina (Lee y Kim, 2007) 
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(Eldar-Finkelman, 2002).
Estudios en varios modelos animales revelaron que los niveles de fosforilación en serina 
de la GSK3 se veían alterados en este tipo de patologías. Los ratones con diabetes inducida por la 
dieta presentaban una actividad de la GSK3β muy incrementada en el tejido adiposo epididimal, 
ligeramente reducida en el hígado y sin variaciones en el musculo esquelético (Eldar-Finkelman 
y cols., 1999), sugiriendo variaciones específicas según el tejido asociadas a la diabetes. En los 
humanos con diabetes tipo 2, sin embargo, la actividad de la GSK3 se incrementó un 100% en 
el músculo esquelético (Nikoulina y cols., 2000). Todos estos datos conducen a la hipótesis de 
que un aumento de la actividad de la GSK3 podría generar resistencia a la insulina o diabetes 
por medio de la inhibición de la síntesis de glucógeno y por lo tanto de la eliminación de la 
glucosa en sangre (Lee y Kim, 2007).
Con respecto al cerebro, se sabe que la insulina inhibe la GSK3 en cerebro de ratón 
(Planel y cols., 2004), mientras que en los modelos de resistencia a la insulina (Shin y cols., 
2004) o en los de silenciamiento del receptor de insulina (Schubert y cols., 2004), se produjo 
una disminución de la fosforilación inhibidora de la GSK3. De la misma forma, los niveles 
de glucosa regulan la actividad de la GSK3 en cerebro (Jope y cols., 2007). La hiperglicemia, 
asociada o no al agotamiento de los niveles de insulina, supuso un incremento de los niveles de 
fosforilación en serina de la GSK3, mientras que la hipoglucemia los redujo (Clodfelder-Miller 
y cols., 2005). Luego, según estos datos, los niveles de fosforilación en serina de la GSK3 
varían constantemente como resultado del aporte o no de alimentos. Estos estudios revelan 
también que las variaciones de la actividad de GSK3 son diferentes en el tejido periférico, si 
lo comparamos con el cerebro. Mientras que la GSK3 en ratones diabéticos está defosforilada 
y activa en el tejido epididimal, se encuentra fuertemente inhibida en cerebro. Por tanto, la 
insulina y los niveles de glucosa son elementos clave en la regulación de la GSK3 en cerebro.
La utilización de péptidos inhibidores de la GSK3 en ratones diabéticos (Plotkin y cols., 
2003), o de la rosiglitazona, un ligando de los PPARγ que también inhibe de la GSK3, en 
pacientes de diabetes tipo 2 (Smith y cols., 2004), redujo los niveles de glucosa en sangre 
y aumentó la tolerancia. Además, la sobreexpresión de GSK3β en músculo esquelético fue 
suficiente para generar intolerancia a la glucosa (Pearce y cols., 2004). 
GSK3 y cáncer.
La GSK3 está relacionada con la formación de tumores debido a su participación directa 
en las vías de señalización de Wnt/β-catenina y PI3K/Akt. La activación de la vía de Wnt 
inhibe la GSK3 y activa la β-catenina que regula la expresión de oncogenes como ciclina D1, 
Myc y c-Jun (Polakis, 1999). De la misma forma, la vía de la PI3K/Akt inhibe la GSK3 y se 
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encuentra frecuentemente activada en numerosos tumores (Samuels y Ericson, 2006). Estos 
datos indicarían la posible utilización de la GSK3 como supresor tumoral, lo que se refuerza 
con el hecho de que no se hayan encontrado mutaciones inactivadoras para la GSK3 en tumores 
humanos (Lustig y Behrens, 2003). Sí se han encontrado mutaciones, sin embargo, para otros 
elementos de las vías de Wnt y PI3K/Akt (Polakis, 1999) (Samuels y Ericson, 2006), aunque 
esto puede corresponder al hecho de que una mutación espontánea de una isoforma de GSK3 
sea compensada por la acción de la otra isoforma.
La alteración de la regulación de la actividad de la GSK3 está también asociada al avance 
de tumores, ya sea por un exceso de fosforilación temprana en Ser9 (Boissan y cols., 2005), o 
por defosforilaciones de su residuo de Tyr216 combinadas con fosforilaciones inhibidoras (Leis 
y cols., 2002). Los niveles de expresión de GSK3 se ven disminuidos  en varios tipos tumorales 
(Goto y cols., 2002) (Mulholland y cols., 2006), estando únicamente aumentada en el cáncer 
colo-rectal, en el que las mutaciones presentes de β-catenina o APC hacen inútil su actividad 
catalítica. Estas mutaciones de la β-catenina suelen afectar a los sitios de fosforilación mediados 
por la GSK3 (Thr41, Ser37 y Ser33), haciéndola resistente a la ubiquitinzación mediada por 
β-TrCP F box, que conduce a su degradación vía proteasoma (Gotoh y cols., 2003) (Shakoori 
y cols., 2005). Esto concuerda con los estudios realizados en ratones donde la sobreexpresión 
de una GSK3 inactiva supuso un incremento de tumores mamarios con respecto a los ratones 
control (Farago y cols., 2005).
La regulación de la localización de la GSK3 también puede contribuir al desarrollo de 
tumores. La desaparición de la fracción citosólica de GSK3 contribuye a la activación de la 
β-catenina y a la expresión de oncogenes. La actividad de la GSK3 no sólo se encuentra asociada 
a la formación del tumor en sí, sino también a su capacidad de proliferación, invasividad o 
metástasis, ya que la GSK3 fosforila y marca para su degradación a numerosos factores de 
transcripción clave en estos procesos. Este es el caso de c-Myc, β-catenina, Snail (clave en 
metástasis) y Bcl3 (Polakis, 1999) (Viatour y cols., 2004) (Zhou y cols., 2004). Como hemos 
citado anteriormente, la GSK3 potencia la vía intrínseca de apoptosis a través de factores de 
transcripción como p53 (Tan y cols., 2005) o CREB (Lonze y Ginty, 2002). Luego la reducción 
de la actividad de la GSK3 aumentaría la resistencia de las células tumorales a estímulos 
proapoptóticos como determinados agentes de la quimioterapia.
Todas estas evidencias indican que la GSK3 constituye una importantísima diana 
terapéutica en la regresión y erradicación de las células tumorales, así como en otras muchas 
patologías del ser humano.
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En trabajos previos de nuestro laboratorio se había demostrado que las neuronas 
granulares coexpresaban una gran variedad de receptores de nucleótidos, tanto metabotrópicos 
como ionotrópicos. Se había iniciado el análisis de la señalización intracelular de estos 
receptores, demostrando su acoplamiento a la activación de la CaMKII. Nos planteamos seguir 
profundizando en la señalización, enfocando nuestros estudios hacia otro tipo de cascadas 
intracelulares relacionadas con funciones tróficas. A este respecto, existen muchos ejemplos en 
la literatura acerca del acoplamiento de los receptores de nucleótidos a señales de diferenciación, 
supervivencia y proliferación, pero sobre todo a nivel de células no neuronales. Teniendo en 
cuenta que las neuronas granulares de cerebelo constituyen un modelo muy adecuado para 
el estudio de los mecanismos de apoptosis y supervivencia neuronal, nos interesó estudiar el 
papel fisiológico de los nucleótidos en estas células, si compartían los mismos mecanismos 
de señalización que los factores tróficos y si podían ejercer funciones relacionadas con la 
neuroprotección. Por ello nos centramos en el estudio de la señalización de las rutas de las 
MAPK y la GSK3, estrechamente asociadas a funciones de supervivencia en estas células.
 Estos antecedentes nos llevaron al planteamiento de los objetivos que se han desarrollado 
durante la realización de la presente tesis doctoral:
1.- Caracterizar en profundidad la señalización intracelular acoplada a los receptores de 
nucleótidos, tanto ionotrópicos como metabotrópicos, identificando los principales receptores 
implicados en cada una de las vías de señalización. Con este propósito, se estudiaron dos enzimas 
que poseen funciones críticas en la diferenciación y en el equilibrio apoptosis/superviencia en 
las neuronas granulares de cerebelo, la GSK3 y las ERK-1/2.
2.- Analizar las funciones fisiológicas derivadas de la señalización acoplada a los 
receptores purinérgicos sobre la GSK3 y las ERK-1/2, con especial énfasis en su efecto sobre la 
regulación de la supervivencia neuronal frente a determinados estímulos proapoptóticos. 
3.- Estudiar la interacción del efecto mediado por los receptores de nucleótidos con 
otros receptores implicados en la supervivencia neuronal, como el receptor TrkB para BDNF, o 
los receptores de NMDA. 
4.- Por último, analizar la variación en la expresión de determinados genes cuya 
transcripción puede estar regulada por sustratos de la GSK3 o de las ERK-1/2, y que puede verse 
afectada como consecuencia de la acción de los receptores purinérgicos sobre la regulación de 
la actividad de estas quinasas.

MATERIAL Y MÉTODOS
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1.- MATERIALES
1.1.- Material biológico
Ratas Wistar
Para los cultivos de neuronas granulares de cerebelo se emplearon ratas Wistar de 7 días 
de vida. Estas ratas fueron suministradas por el animalario de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de Madrid. Para la realización de este trabajo se utilizaron diferentes 
animales, siguiendo en todos los casos la normativa internacional para animales de laboratorio 
(ICLAS).
1.2.- Instrumentación.
1.2.1.- Instrumentación general.
En las etapas previas de preparación de medios de cultivos, tampones y disoluciones se 
emplearon los siguientes aparatos:
Balanzas de precisión AND-ER60 y granatarios modelos AND versiones • 
FX2000 y EW200.
Agitadores magnéticos Agimatic-S de Selecta y Labinco y agitadores • 
orbitales de Luckham modelo 802.
pHmetros Crison 2001. • 
Pipetas automáticas Gilson y Eppendorf.• 
Sistemas de filtración Milli-RO/Milli-Q de Millipore.• 
Centrífugas Omnifuge 2.0 RS Heraerus y microfugas para tubos • 
Eppendorf modelos Beckman 11 y Eppendorf modelo 5415D
Sistema espectrofotómetro Eppendorf Biophotometer plus para la medida • 
de concentraciones de proteínas y de RNA.
Para la conservación de las muestras se utilizaron los siguientes aparatos: • 
Neveras Liebehr para  la conservación a 4ºC, Congeladores Liebehr para la conservación 
a -20ºC y Congelador Forma Scientific para la conservación de muestras a -80ºC.
Para las incubaciones a determinadas temperaturas se emplearon baños • 
termostatizados Tectron 3473100 y un calentador multibloque modelo thermomixer 
compact de Eppendorf.
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1.2.2.- Cultivos celulares
La realización y manipulación de los cultivos para la obtención de neuronas 
granulares de cerebelo de rata y ratón y para la obtención de progenitores celulares de 
cortex embrionario de ratón se llevó a cabo en condiciones de esterilidad en campanas 
de flujo laminar vertical Gelaire, modelos Twin 30 y T 48 de Cultek. Todo el material 
empleado en la disección y demás etapas de cultivo se esterilizó previamente en un autoclave 
Autotester-G de Selecta. Las células fueron sembradas en placas petri estériles de Falcon de 
35, 60 y 100 mm de diámetro así como en placas de 6 y 24 pocillos Falcon y cubreobjetos 
de vidrio de 12 y 15 mm de diámetro de Deckgläser. Para el mantenimiento de los cultivos 
celulares una vez sembrados se emplearon pipetas de aspiración Fastpette de Labonet, 
Pipetas estériles de 25, 10 y 5 mL de Costar e incubadores Heraerus modelo B 5060 EK y 
NAPCO modelo 5415, con flujo controlado de CO2 al 5% y temperatura constante de 37 ºC. 
Todos los medios de cultivo se filtraron usando membranas Acrocap de 0.2 µM de tamaño 
de poro (Gelman Sciences), con la ayuda de una bomba peristáltica Millipore,  o bien con 
filtros Millex-GS (Millipore) de 0.22 µM con ayuda de una jeringa estéril de 20 mL. Para 
el contaje de las células se empleó una cámara de Neubauer y un microscópio óptico Leitz 
HM-LUX 3, y para el seguimiento y observación de las células durante los días de cultivo 
se empleó un microscopio de contraste de fase Wilovert (Will). Para la realización de los 
cultivos celulares también se emplearon centrífugas Omnifuge 2.0 RS Heraerus y Rotante 
460R Hettich Zentrifugen.
1.2.3.- RT-PCR
Para los experimentos de reacción de la transcriptasa inversa y de reacción en cadena 
de la polimerasa se emplearon los siguientes materiales:
Termociclador de Applied Biosystems modelo GeneAmp PCR System 2400, 
Espectrofotómetro Eppendorf Biophotometer plus, cubetas de electroforesis submarina 
modelo Hoefer HE 33 con su correspondiente fuente de alimentación de Amhersam 
Pharmacia, Transiluminador UV de Spectroline para la visualización de los geles y Sistema 
Fluo-S Multimager de Bio-Rad para la adquisición de imágenes.
1.2.4.- Microfluorimetría e inmunocitoquímica.
Para la determinación fluorimétrica de las medidas de Ca+2 citosólico en células 
individuales se utilizó un microscopio de epifluorescencia NIKON TE-200 acoplado a una 
cámara ORCA-ER C47 42-80 de Hamamatsu. Los cultivos celulares se visualizaron con 
un objetivo Nikon Plan Fluor 20X con plano de apertura fija 0,5. Las preparaciones se 
excitaron con longitudes de onda de 340 y 380 nm seleccionadas con una rueda de filtros 
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Lambda 10-2 de Sutter Instrument Co. Todo el equipo se controló por medio del software 
Metafluor 6.2r & PC software (Universal Imaging Corp, Cambridge, UK).
La observación de los ensayos inmunocitoquímicos se llevo a cabo utilizando un 
microscopio de fluorescencia NIKON TE-200 equipado con una lámpara de Xenon de 75 W 
de Nikon y acoplado a una cámara Kappa modelo DX2. El control del sistema de adquisición 
de imágenes estuvo a cargo del software Kappa Image Base Control. La visualización de 
las células se realizó con un objetivo NIKON 20X/0,40 Ph1 DL. Las imágenes adquiridas 
de esta forma fueron procesadas posteriormente con los programas Lucida 3.0 (Kinetic 
imagin) y Paint Shop Pro 8.0 (Jasc Software).
1.2.5.- Western Blot. 
Para la realización de esta técnica se emplearon los siguientes aparatos:
Sistema Mini-Protean 3 de Bio-Rad para la electroforesis, sistema Mini-Trans-Blot 
Electrophoretic Transfer Cell para la transferencia de proteínas, Maquina AGFA CP-1000 
para el revelado de las membranas y sistema Fluo-S Imagen de Bio-Rad para el revelado de 
ciertas proteínas y el densitometrado de las bandas.
1.3.- Reactivos y productos químicos.
Todos los medios y soluciones fueron preparados con sales inorgánicas Merck 
de grado analítico (pro anal.) disueltas en agua desionizada de alta calidad y pureza. A 
continuación se detallan, en las siguientes tablas, los compuestos y reactivos utilizados, así 
como los anticuerpos empleados en las incubaciones y las concentraciones de los mismos. 
En general, cualquier sustancia no especificada en las tablas de compuestos, fue suministrado 
por los laboratorios Merck o Sigma-Aldrich.
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Categoría y uso Reactivo Casa comercial 
Cultivos de neuronas 
granulares 
Neurobasal, Suplemento B27. 
Papaína, DNAsa, Ovomucoide 
EBSS, glutamina,  AraC, solución de 
antibióticos/antimicóticos. 
Poly-L-lisina. 
Azul tripán. 
Gibco 
Worthington 
Sigma 
 
Biochrom AG 
Merck 
Experimentos de PCR 
Extracción y limpieza de 
RNA 
 
Geles 
 
 
RT 
 
PCR 
 
Inhibidores de RNAsas 
 
RNeasy Mini Kit. 
Kit DNA free. 
 
Agarosa D1, Agarosa M8. 
SYBR-Safe DNA gel stain. 
 
TaqMan® RT reagents. 
 
AmpliTaqGold. PCR Master Mix 
 
DEPC, RNase-Zap. 
 
Quiagen 
Ambion 
 
Pronadisa 
Molecular Probes 
 
Applied Biosystems 
 
Applied Biosystems, Sigma, 
 
 Sigma 
Microfluorimetría 
 
Sonda fluorescente de Ca2+ 
 
 
Fura-2 AM 
 
 
Molecular Probes 
 
Farmacología 
Agonistas purinérgicos y 
antagonistas purinérgicos 
 
 
 
Toxinas e inhibidores de 
proteínas de vías de 
señalización. 
 
Otros Agonistas y 
antagonistas. 
 
 
 
 
 
 
ATP, 2MeSATP, 2MeSADP, UTP, UDP 
BzATP, α,β-meATP, 2MeSAMP, MRS-
2179, MRS-2211, PPADS, BBG, A-43, 
TNP-ATP. 
 
PTX, PP2, KN-62, Gö-6850, 
Wortmanina, LY294002, SB216763, 
U0126. 
 
NMDA, BDNF, IGF-1, MK-801, K-252a 
 
 
 
Sigma, Tocris, Calbiochem. 
 
 
 
 
Calbiochem, Sigma. 
 
 
 
Sigma, PeproTech. 
 
Ensayos de viabilidad 
 
 
 
 
LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kit. 
Kit de ensayo de toxicología in vitro 
basado en el MTT. 
Kit de detección in situ de muerte celular 
(TUNEL) 
 
 
Molecular Probes 
Sigma. 
 
Roche. 
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Categoría y uso Reactivo Casa comercial 
Inmunotransferencia 
Extracción y cuantificación 
de proteínas 
 
Electroforesis y transferencia 
 
 
 
 
 
Bloqueo y Lavados 
 
 
Anticuerpos primarios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anticuerpos secundarios. 
 
 
 
Revelado de membranas. 
 
Triton X-100, Complete (inhibidores de 
proteasas) Reactivo Bradford. 
 
Persulfato amónico, bis-acrilamida, SDS, 
Temed, Glicina, patrones de peso 
molecular conocido y β-mercaptoetanol. 
Tris y azul de bromofenol. 
Metanol. 
 
Membranas de PVDF. 
BSA, Tween-20 
 
Anti P-GSK3 (ser9/21) (conejo) 
Anti P-Akt (Thr308) (Ser 473) (conejo) 
Anti CleavedCaspase-3 (Asp175)(conejo) 
Anti Neu-N (ratón) 
Anti β-catenina (ratón) 
Anti P-Erk (E-4) (ratón) 
Anti Erk-2 (ratón) 
Anti GSK3 α/β(ratón) 
Anti P2Y12(conejo) 
Anti P2Y1(conejo) 
Anti P2Y13(conejo) 
Anti P2X1(conejo) 
Anti P2X2(conejo) 
Anti P2X3(conejo) 
Anti P2X4(conejo) 
Anti P2X7 intracelular(conejo) 
Anti P2X7 extracelular(conejo) 
Anti Tau (PHF-1) (ratón)* 
 
 
 
 
Anti- IgG de conejo-HRP (cabra) y anti-
IgG de ratón-HRP (conejo/burro). 
 
 
Reactivo ECL. 
Películas de autorradiografía 
 
 
Merck, Roche. 
BioRad 
 
 
Bio-Rad 
 
 
Merck 
Carlo-Erba 
 
Amersham 
Sigma. 
 
Cell Signaling. 
 
 
 
 
BD Biosciences 
Santa Cruz Biotechnology 
 
Biosource 
Alomone 
 
 
 
 
 
 
 
*(Ver pie de tabla) 
 
 
 
 
Santa cruz Biotech, 
DakoCytomation, 
Amersham. 
 
Pierce 
Agfa 
Inmunocitoquímica 
Fijación y bloqueo 
 
 
Anticuerpos primarios 
 
 
Anticuerpos secundarios 
 
 
Montaje 
 
p-formaldehído, suero de cabra, Tritón 
X-100 y BSA. 
 
Anticuerpos frente a P2Y y P2X 
Anti β-catenina (ratón) 
 
Anti-IgG de ratón–FITC (cabra). 
Anti-conejo IgG-Cy3 (burro). 
 
Medio Prolong antifade 
 
Molecular Probes 
 
 
Alomone/Chemicon 
Biosciences BD. 
 
Jackson Inmuno Research 
 
 
Molecular Probes. 
 *El anticuerpo PHF-1 que reconoce la proteína Tau fosforilada en los residuos diana específicos de la 
GSK3, fue cedido por el Dr Peter Daines del Albert Einstein College of Medicine (Yeshiva University, 
New York). 
Tabla 1.- Relación de compuestos químicos y reactivos utilizados. 
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2.- MÉTODOS
2.1.- Obtención y cultivo de neuronas granulares de cerebelo de rata.
El cultivo de neuronas granulares de cerebelo se obtuvo a partir de ratas Wistar de 7 
días de vida siguiendo el método descrito por Meyer-Franke y col. (Meyer-Franke y cols., 
1995) y modificado posteriormente por  Pons y col. (Pons y cols., 2001), que se ha ilustrado 
esquemáticamente en la figura 1.
Se emplearon grupos de 6 ratas Wistar. Los animales se sacrificaron por decapitación 
utilizando tijeras estériles. Posteriormente los cerebelos se extrajeron con ayuda de unas pinzas 
de microdisección estériles, se introdujeron en medio de aislamiento, compuesto por 130 mM 
NaCl, 4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 10 mM Hepes, 15 mM glucosa, 50 µM albúmina de suero 
bovino (BSA), 1,5 mM MgSO4, 50 U/mL de Penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina,  y se 
llevaron al interior de una campana de flujo laminar. Los cerebelos se pasaron uno a uno a 
una placa falcon de 35mm de diámetro, con unas gotas de medio de aislamiento para evitar la 
desecación del tejido, donde se eliminaron cuidadosamente con unas pinzas estériles todos los 
restos de meninges, materia blanca y vasos sanguíneos que acompañaban a los cerebelos. Una 
vez los cerebelos estuvieron completamente limpios se procedió a su disgregación mecánica con 
ayuda de unas pinzas y tijeras estériles, dejando el tejido en fragmentos de aproximadamente 
1mm. Estos fragmentos se recogieron con una pipeta pasteur de plástico de 3mL,  se pasaron a 
un tubo cónico de 50 mL completando con medio de aislamiento hasta un volumen de unos 5-10 
mL y se dejaron sedimentar durante uno o dos minutos. Tras este paso se retiró el sobrenadante 
y se filtraron sobre los fragmentos de cerebelo 10mL de EBSS (Earle´s Balanced Salt Solution) 
conteniendo 100 U/mL de DNAsa, 1 mM CaCl2, 1 mM de MgCl2, 5 mM de Cisteína, 2 mM de 
EDTA y 65,6 unidades de papaína, que se había activado previamente incubando la solución en 
una atmósfera a 37ºC y 5% de CO2 durante 30 min.
El tubo se cerró herméticamente y se mantuvo en agitación durante 45 min a 37ºC y 250 
rpm para que se efectuara la disgregación química del tejido por medio de la papaína. Durante 
este tiempo se prepararon dos tubos cónicos  de 15 mL con 3mL de ovomucoide, el inhibidor 
de la papaína. 
Una vez la incubación hubo concluido, se pasó el contenido del tubo varias veces por 
una pipeta pasteur de vidrio previamente esterilizada para terminar de disgregar el tejido. 
Durante este paso se añaden al tubo cónico 600 µL de Ovomucoide (15 mg/mL) para iniciar la 
inactivación de la papaína. Tras la disgregación se dejó reposar el contenido del tubo durante 
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unos minutos para que los fragmentos de tejido no disgregado sedimentaran, después se recogió 
el sobrenadante, se pasó a un tubo cónico nuevo y se centrifugó durante 5 minutos a 208xg Se 
retiró el sobrenadante y el precipitado formado por las células se resuspendió en 6 mL de EBBS y 
se hizo pasar poco a poco por la pared de los tubos cónicos de ovomucoide previamente agitados 
para formar un gradiente de espuma. Después de esto se centrifugó a 172xg durante 5 min y el 
precipitado se resuspendió finalmente en 2 mL de medio Neurobasal (suplementado con B-27 
al 2% (v/v), 20 mM de KCl, 0,5 mM glutamina y solución antibiótica/antimitótica 100X, que 
contenía 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina y 0,25 µg/mL de anfotericina 
por tubo). Una vez resuspendido se procedió a determinar el número de células vivas obtenidas 
por medio de su recuento en una cámara de Neubauer, utilizando como colorante vital el Azul 
de Tripán. Para ello se diluyeron 20 µL de la suspensión celular en 180 µL de medio Neurobasal 
(dilución 1:10). Posteriormente se mezclaron 50 µL de esta solución con 50 µL de Azul de 
Tripán (1:1 v/v) y se llevó a la cámara de Neubauer para el recuento bajo microscopio óptico. 
Se consideraron como células viables solo aquellas capaces de excluir el colorante, contándose 
por tanto sólo las células no azules. El Azul de Tripán  se preparó al 0,5% en NaCl 138 mM y 
KH2PO4 48,5 mM (isoosmótico), se hirvió y una vez frío se ajustó el pH a 7,2-7,3 con NaOH 
(Keith, 1979). Normalmente la viabilidad de las preparaciones superó el 95%.
El número de células por mL se estimó según la relación: 
Nº células/mL = nº células contadas x 104 x dilución.
Tras el recuento las células se llevaron al volumen total necesario con medio Neurobasal 
completo para obtener la densidad celular deseada. Las células se sembraron a una concentración 
de 200.000 células/cm2 sobre placas petri de plástico estériles o cubreobjetos de vidrio de 12 y 
15 mm de diámetro y 0,15mm de grosor, que previamente habían sido tratados con una solución 
de poli-L-lisina. La poli-L-lisina utilizada tenía una concentración de 0,1 mg/mL y fue diluida 
en PBS (dilución 2:1) (En el caso de los cubreobjetos se empleo solución de poli-L-lisina sin 
diluir). La poli-L-lisina diluida se filtró y posteriormente se trataron con ella tanto las placas como 
los cubreobjetos durante aproximadamente dos horas a temperatura ambiente, seguidamente se 
lavó tres veces con agua estéril para eliminar los restos de poli-L-lisina, y se dejaron secar. 
Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador a temperatura de  37ºC,  con atmósfera 
controlada de 5% de CO2 y saturada de humedad.  A las 24 horas se realizó un cambio total de 
medio y se añadió el antimitótico AraC (citosina arabinósido) a una concentración de 10 µM, 
para evitar la proliferación de células de origen glial. Un día antes del procesado del cultivo, se 
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reemplazo la mitad del medio, añadiendo medio sin AraC, para diluir el efecto del antimitótico. 
Bajo estas condiciones, se obtuvo un porcentaje de neuronas granulares superior al 95%, sobre 
la población total en los cultivos. Las células fueron procesadas entre los 9 y 11 días de cultivo. 
(9-11 DIV, días “in vitro”).
2.2.- Técnicas de microfluorimetría: Determinación de la concentración intracelular 
de Ca2+ en neuronas granulares individuales.
La determinación de la concentración de Ca2+ citosólico libre en neuronas granulares 
de cerebelo, se realizó utilizando un método microfluorimétrico y empleando el indicador 
fluorescente Fura-2, según la técnica descrita por (Grynkiewicz y cols., 1985). El Fura-2 es un 
compuesto polianiónico hidrofílico que une específicamente Ca2+. En los ensayos se utilizó la 
forma acetoximetil éster Fura-2 AM, que dada su naturaleza hidrofóbica es capaz de atravesar 
la membrana plasmática de las células. Una vez en el citosol, las esterasas inespecíficas rompen 
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Figura 1.- Representación esquemática del cultivo de neuronas granulares de cerebelo.
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el enlace éster de modo que el Fura-2 liberado queda confinado en el citosol donde une el calcio 
libre para formar el complejo Fura-Ca2+. La formación de este complejo da lugar a una emisión 
fluorescente cuyo máximo se registra a una longitud de onda de 510 nm, produciéndose al 
mismo tiempo un desplazamiento hacia el UV del máximo del espectro de excitación, de 380 
a 340 nm.(Figura 2)
Las células sembradas sobre cubreobjetos redondos de vidrio se incubaron con Fura-2/
AM 5µM en una solución salina de Locke normal suplementada con 1 mg/mL de Albúmina 
de suero bovino (BSA), durante 45 minutos a 37 ºC. La composición del medio Locke es la 
siguiente: (en mM) NaCl 140, KCl 4,7, CaCl2 2,5, MgSO4 1,2, KH2PO4 1,2, Glucosa 5,5, Hepes 
10; pH 7,4. Transcurrido este tiempo se paró el cargado de la sonda sacando los cubres de la 
solución de Fura-2 e introduciéndolos en otra conteniendo Locke con BSA. En el momento 
de realizar los ensayos los cubreobjetos se pegaron con grasa de vacío (hidrófoba) a la parte 
inferior de una cámara de perfusión (34 µL) de metacrilato. Esta cámara se situó sobre la 
platina de un microscopio de epifluorescencia y se conectaron a la cámara los tubos de silicona 
de entrada y salida para las soluciones de perfusión. Las soluciones de entrada se encontraban 
en un baño termostatizado a 37ºC, y éste a su vez a una altura suficiente para que el flujo se 
mantuviese constante a 1.5 mL/min por simple diferencia de presión hidrostática. Tras llegar 
a la cámara el medio de perfusión se aspiró de forma continua mediante una bomba de vacío. 
Este sistema de perfusión continua evita que se acumule cualquier producto que pueda salir 
de las células durante la perfusión, o bien, cualquier producto de hidrólisis de los agonistas 
aplicados. Las células se perfundieron con medio Locke, solución en la que se disolvieron 
también los agonistas ensayados. Éstos se aplicaron durante 30 segundos. En los ensayos con 
antagonistas, éstos se aplicaron cinco minutos antes y durante la aplicación del agonista. En 
todos los experimentos se realizó una aplicación de KCl 30 mM con el fin de comprobar la 
viabilidad de las neuronas. Aquellas células que no se despolarizaban con KCl no se tuvieron 
en consideración en los análisis  posteriores.
Una vez montada la cámara sobre el microscopio, las células se iluminaron 
alternativamente con luz de 340 y 380 nm, procedente un monocromador de ancho de banda 
12 nm. La selección de las longitudes de onda corresponde a los máximos de los registros de 
fluorescencia de soluciones de Fura-2 saturadas de calcio (340) y Fura-2 libre de calcio (380). 
Del mismo modo, se comprobó que el punto isosbéstico del Fura-2 (360 nm) coincidía con el 
descrito por (Castro y cols., 1994) .
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Figura 2.- Espectros de excitación de la sonda fluorescente para el Ca2+, Fura-2, en presencia de diferentes 
concentraciones de Ca2+.
El haz de luz monocromada se condujo hacia el microscopio con una guía líquida. La luz 
es reflejada hacia el objetivo mediante un espejo dicroico que transmite las longitudes de onda 
superiores a 430 nm y refleja las longitudes de onda inferiores. De este modo, sólo alcanzan 
la muestra la luz de 340 y 380 nm, mientras que la luz fluorescente emitida por el Fura-2, de 
510 nm, atraviesa el espejo dicroico y es conducida hacia la cámara ORCA-ER C 47 42-80 de 
Hamamatsu después de pasar por un filtro interferencial de paso de banda centrado a 510 nm. 
Para hacer las medidas de fluorescencia se usó un objetivo Nikon x20 de apertura numérica 0,5 
(Figura 3).
Los registros de fluorescencia que se muestran en este trabajo corresponden a la variación 
temporal de fluorescencia de una región elíptica situada sobre las neuronas. Estos registros se 
muestran como la relación existente entre la fluorescencia a 340 y 380 nm (F340/F380) en función 
del tiempo. Antes de calcular la razón existente entre las dos longitudes de onda, se sustrajo a 
la sucesión de imágenes recogidas para cada longitud de onda el valor de fluorescencia basal 
obtenida en cada caso. (Figura 4).
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Figura 4.- Cálculo de la relación de fluorescencias a cada tiempo medidas a 340 y 380 nm. Los registros 
temporales de fluorescencia obtenidos para cada longitud de onda de excitación (340 y 380 nm) se dividen entre sí 
para obtener la ratio de fluorescencia F340/F380.
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2.3.- Análisis de RNAm en neuronas granulares de cerebelo de rata
2.3.1.- Extracción de RNA
Los experimentos de RT-PCR y PCR semi-cuantitativa se realizaron a partir de dos tipos 
de muestras de partida. Por un lado, se utilizaron cultivos de neuronas granulares establecidos 
a partir de cerebelos de ratas de 7 días mantenidos durante 7 ó 14 días, y por otro, cerebelos 
enteros extraídos de ratas de 7 días de vida. La manipulación del RNA tuvo lugar en todo 
momento en condiciones libres de RNAsas. El procedimiento de extracción de RNA, común 
para ambos tipos de muestra en la mayoría de sus etapas, se realizó con un kit cuyo fundamento 
está basado en la capacidad de unión del RNA a una columna de gel de sílice en presencia 
de una elevada concentración de sales (RNeasy Mini kit, Quiagen). La única diferencia entre 
ambas muestras de partida reside en la etapa inicial de preparación del tejido. En el caso de los 
cultivos se emplearon raspadores celulares estériles para levantar las células de las placas de 60 
mm de diámetro y se utilizaron 350 µL de tampón desnaturalizante (conteniendo isotiocianato 
de guanidina y β-mercaptoetanol 10 µL/mL) para obtener el lisado celular. En el caso de los 
cerebelos completos, y tras retirar las meninges y restos de capilares sanguíneos, se realizó la 
disgregación con 600 µL de medio desnaturalizante por 30 mg de tejido, empleando un potter 
previamente tratado con NaOH 0,1 N para eliminar cualquier actividad RNAsa. 
Las muestras una vez disgregadas, se pasaron varias veces a través de agujas estériles de 
tamaño 20-G (0,9 mm de diámetro) para completar la homogeneización y disminuir la viscosidad 
del lisado. A continuación, se añadió un volumen igual de etanol al 70%, para conseguir las 
condiciones óptimas de unión. Las muestras se centrifugaron a ≥ 8.000 x g en columnas que 
contenían la membrana de sílica gel a las que se unen por adsorción las moléculas de RNA 
mayores de 200 nucleótidos, quedando los RNA 5,8S, 5S y de transferencia en el eluído. 
Después de cada extracción y de forma rutinaria las muestras de RNA se trataron con 
DNAsa RQ1 de acuerdo con el kit DNA free (ambion) para eliminar la posible contaminación 
del RNA con DNA genómico, durante 30 min a 37 ºC. A continuación se añadió el reactivo de 
inactivación de DNAsa y se centrifugó a 10.000 xg, recogiéndose el sobrenadante que contiene 
el RNA.
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2.3.2.- Cuantificación de RNA
Para las muestras de RNA que se emplearon en experimentos de RT-PCR simple, la 
cuantificación se realizó mediante la medida de la absorbancia a 260 nm. Teniendo en cuenta 
la dilución al efectuar la medida y que un valor de A260= 1 corresponde a 40 µg/mL de RNA, 
pudimos calcular la cantidad que obtuvimos tras la extracción. Para comprobar el grado de 
pureza de la disolución se empleó el cociente A260/A280 que siempre estuvo entre 1.8-2 indicativo 
de la ausencia de proteínas en la preparación.
En los ensayos de PCR semi-cuantitativa, la cantidad de RNA es un factor crítico y 
fundamental para mantener el rigor en la estimación de las cantidades relativas en cada tubo 
de reacción. Por tanto las muestras de RNA que se destinaron a este tipo de experimentos se 
cuantificaron utilizando un método fluorimétrico de gran sensibilidad,  que emplea el reactivo 
RiboGreenTM (RNA Quantitation Reagent, Molecular Probes). El RiboGreen unido al RNA 
tiene el máximo de excitación en torno a los 500 nm y el de emisión aproximadamente a 525 
nm y permite una cuantificación de hasta 1 ng/mL de RNA. 
2.3.3.- RT-PCR simple
La reacción de RT-PCR se llevó a cabo en dos fases. Una primera fase que consistía en 
la síntesis de la primera cadena de cDNA a partir del RNA purificado y una segunda fase en la 
que la DNA polimerasa amplificaba esta primera cadena de DNA. 
Para la formación de la primera cadena de DNA se añadieron en el tampón de reacción 
y para un volumen final de 25 µL por tubo: 1,25 U/mL de la transcriptasa inversa Taq ManR, 
2,5 µM oligo(dT)16, 0,5 U/µL de inhibidor de RNAsa, 5,5 mM MgCl2, la mezcla de dATP/
dCTP/dGTP/dUTP (0,5 mM cada uno), todo de un kit de Applied Biosystems, y 1 µg de RNA 
purificado. La transcripción inversa se realizó durante 30 minutos a 48 ºC seguido de 5 minutos 
a 95 ºC para inactivar la transcriptasa inversa.
En las reacciones de PCR utilizamos la DNA polimerasa AmpliTaq Gold (Applied 
Biosystems) en presencia de 1,5 mM MgCl2, la mezcla de dNTPs (0,2 mM cada uno), la pareja 
de oligonucleótidos específicos (300 nM cada uno) y 1-5 µL del producto de la reacción de la 
transcriptasa inversa anterior, en un volumen final de 25 µL. Las condiciones de amplificación 
fueron 85ºC, 30s; 60ºC, 30s; 72ºC, 45s).
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Cada reacción de PCR se realizó en paralelo con un control sin cDNA molde. Además, 
para cada nueva muestra de RNA se realizó una reacción de RT en la que no se añadió la 
transcriptasa inversa Taq ManR, para comprobar si existía contaminación con DNA genómico en 
la muestra. Así, en todo momento se podía tener la seguridad de que los fragmentos amplificados 
en cada reacción correspondían a secuencias del RNAm presente en las células. 
2.4.- Inmunotransferencia
2.4.1.- Extracción de proteínas a partir de neuronas granulares de cerebelo en 
cultivo.
Extracción de proteínas totales.
Para la extracción de proteína totales se utilizaron neuronas granulares de cerebelo que 
habían sido previamente sembradas en placas de 60 ó 100 mm de diámetro a una concentración 
de aproximadamente 15x106 células por placa. Estas neuronas se mantuvieron en entre 9 
y 11 días en cultivo.  Antes de la obtención de extractos las células se lavaron con  Locke, 
suplementado con 2,5 mM de Ca+2 y 1,2 mM de Mg+2, durante aproximadamente 2 horas, 
manteniéndose durante este tiempo a 37ºC en un incubador. Este lavado previo es esencial para 
evitar la contribución de todos los elementos constituyentes del medio de cultivo (factores de 
crecimiento, etc.) y disminuir los niveles basales de las proteínas que se medirán en los ensayos 
(ERK, GSK3, etc.) y que suelen estar muy elevados en presencia de dichos factores. Pasado este 
tiempo y antes de llevar a cabo la incubación de las células con los correspondientes agonistas 
o antagonistas, se reemplazó el medio por Locke nuevo durante 5 min. En los experimentos 
donde se requerían estimulaciones en ausencia de Ca+2 o Mg+2, este lavado de 5 min se realizó 
en presencia de medios Locke sin Ca+2 o Mg+2, respectivamente. Una vez tratadas las células 
se retiró en su totalidad el medio y se añadieron 200 µL ó 500 µL, para las placas de 60 y 100 
mm de diámetro respectivamente, de tampón de lisis frío, cuya composición es la siguiente: 
20 mM MOPS, 50mM NaF, 40mM β-glicerolfosfato, 1mM Ortovanadato, 5mM EDTA, 2mM 
EGTA,  0,5% (v/v) Triton X-100, los inhibidores de proteasas (Cóctel Complete de inhibidores 
de proteasas de la casa comercial Roche) y 0,2 mg/ml de PMSF. 
Las células se rasparon en frío en este tampón utilizando raspadores celulares estériles 
y el lisado obtenido se pasó a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se centrifugó a 15700 x g durante 
10 minutos a 4ºC. Tras la centrifugación se recogió el sobrenadante, donde se encontraban las 
proteínas totales solubilizadas.
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Extracción de proteínas nucleares.
Para la obtención de extractos de proteínas de núcleo las neuronas granulares sembradas 
en placas de 10 mm de diámetro, se lavaron en PBS frío y se rasparon en 1 mL de este mismo 
medio. Los extractos recogidos de esta forma, se centrifugaron a 500 xg durante un minuto a 4º 
C. El precipitado resultante se resuspendió en  300 µL de tampón de lisis cuya composición es la 
siguiente: 2/3 de volumen de PBS, 1% (v/v) de Nonidet P-40, 1 mM  de Ortovanadato sódico, 50 
mM FNa, 0,5 mM EDTA, 10% (v/v) glicerol, 1 mM DDT, 0,2 mg/ml de PMSF, Cóctel Complete 
de la casa comercial Roche. Una vez resuspendido se realizó una nueva centrifugación a 4000 x 
g durante un minuto a 4ºC. El sobrenadante se guardó como fracción citosólica  mientras que el 
precipitado, compuesto por la fracción nuclear se resuspendió en 58,5 µL de tampón de lisis al 
que se añadieron 1,5 µL de SDS 20% (v/v).  Una vez resuspendida la fracción nuclear se llevó 
a un volumen de 300 µL con tampón de lisis y se almacenó convenientemente para su posterior 
utilización guardando una alícuota para la cuantificación de proteínas.
2.4.2.- Cuantificación de proteínas.
La cuantificación de la concentración de proteínas presente en los extractos, tanto 
totales como nucleares, se llevó a cabo por el método de (Bradford, 1976). La cuantificación 
de las proteínas totales se realizó mediante un ensayo estándar mientras que la concentración 
de proteínas en las fracciones nucleares se determinó por un microensayo con sensibilidad en 
el rango de los microgramos.  Este método se basa en el cambio de la absorbancia máxima que 
experimenta el azul de Coomassie cuando se une a las proteínas, pasando de 465 nm a 595 
nm.
Como patrón se utilizó la albúmina de suero bovino (BSA), construyéndose una recta 
patrón con los valores de absorbancia a 595 nm de esta proteína para diferentes diluciones 
conteniendo entre 0 y 75 µg, preparadas a partir de diluciones iniciales de 10 mg/mL. Para 
calcular la concentración de proteínas se ajustaron las mezclas problema a un volumen de 100 
µL y se mezclaron con 5 mL del reactivo comercial Bradford de Bio-Rad que se había diluido 
5 veces previamente. Se midió la absorbancia a 595 nm de la mezcla en el espectrofotómetro y 
se obtuvieron los valores de concentración de proteínas interpolando los resultados en la recta 
patrón. 
Una vez conocidas las concentraciones de proteínas presentes en cada una de nuestras 
muestras se realizaron los cálculos necesarios para cargar la misma cantidad de proteína en cada 
uno de los pocillos del gel de electroforesis.
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2.4.3.- Electroforesis, transferencia de proteínas y revelado de membranas.
Como primer paso se mezclaron tres volúmenes de los extractos de proteínas 
solubilizadas con un volumen de tampón de carga concentrado 4 veces y cuya composición es 
la siguiente: 50% (v/v) glicerol, 125 mM Tris-HCl 1 M pH 6,8, 20% (v/v) SDS 20%, 8% (v/v) 
Azul de Bromofenol 1%, 5% (v/v) β-mercaptoenaol (éste último añadido justo en el momento 
de utilización). Una vez bien mezcladas, las muestras se calentaron a 100 ºC durante 4 minutos 
en un calentador multibloque y posteriormente se centrifugaron a 15700 x g durante un minuto. 
Estas muestras se cargaron en geles de poliacrilamida del 10% ó 12% (p/v) según fue requerido 
en cada caso,  en presencia de SDS,  de diez o quince pocillos, reservándose uno de estos pocillos 
para cargar la mezcla de patrones coloreados de peso molecular conocido. La electroforesis se 
llevó a cabo utilizando un sistema mini-Protean 3 de Bio-Rad, durante aproximadamente 120 
minutos a un voltaje constante de 120 voltios y 4ºC de temperatura, empleándose un tampón 
de electroforesis cuya composición es la siguiente: 25 mM Tris, 200 mM glicina y 0,1% SDS, 
a un pH aproximado de 8,3.
Una vez las proteínas fueron separadas en función de su peso molecular por medio 
del proceso electroforético los geles se equilibraron en tampón de transferencia durante 30 
minutos. La composición de este tampón de transferencia es la siguiente: 192 mM glicina, 25 
mM Tris y 20% (v/v) de metanol, a un pH aproximado de 8,3. Del mismo modo se hidrataron 
y equilibraron las membranas de PDVF (Amersham Bioscience) que se iban a emplear en la 
transferencia de las proteínas de los geles. Para ello se introdujeron estas membranas durante 
30 segundos en metanol, seguidos de 5 minutos en agua destilada y 30 min en tampón de 
transferencia. La transferencia de proteínas se llevo a cabo empleando un sistema mini-Trans 
Blot de Bio-Rad, a una intensidad de 240 mA durante 80 minutos.
Una vez las proteínas se habían transferido a las membranas de PDVF, estas se 
bloquearon en solución de bloqueo, compuesta por: TBS (10 mM Tris, 100 mM NaCl, a un 
pH de 7,5) conteniendo 1% (v/v) de  Tween-20 y 3% de BSA, durante una hora a temperatura 
ambiente en un agitador orbital. Una vez concluido el bloqueo las membranas se incubaron con 
el anticuerpo primario en tampón TBS-Tween 20 al 0,1% con BSA al 3% durante toda la noche 
a 4ºC. La relación de los anticuerpos empleados y las concentraciones utilizadas pueden verse 
en la siguiente tabla:
Tras este paso, el exceso de anticuerpo se lavó con tampón TBS-Tween 0,1% y se 
incubaron las membranas con el anticuerpo secundario ligado a peroxidasa (anti-IgG HRP de 
ratón  o conejo, en función del anticuerpo primario utilizado (ver tabla 2)). Esta incubación 
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Anticuerpo primario 
Dilución 
empleada 
Anticuerpo secundario 
Dilución 
empleada 
Anti P-GSK3 (Ser 9/21) (conejo) 1:1000 Anti- IgG de conejo-HRP (cabra) 1:1000 
Anti P-Akt (Thr308) (Ser 473) 
(conejo) 
1:1000 Anti- IgG de conejo-HRP (cabra)  1:1000 
Anti Cleaved Caspase-3 (Asp175) 
(conejo) 
1:1000 Anti- IgG de conejo-HRP (cabra)  1:1000 
    
Anti Tau (PHF-1) (ratón) 1:500 Anti-IgG de ratón-HRP 
(conejo/burro). 
1:1000 
Anti β-catenina (ratón) 1:1000 Anti-IgG de ratón-HRP 
(conejo/burro). 
1:1000 
Anti P-Erk (E-4) (ratón) 1:1000 Anti-IgG de ratón-HRP 
(conejo/burro). 
1:5000 
Anti Erk-2 (ratón) 1:1000 Anti-IgG de ratón-HRP 
(conejo/burro). 
1:5000 
Anti GSK3 α/β (ratón) 
 
1:1000 Anti-IgG de ratón-HRP 
(conejo/burro). 
1:1000 
Anti P2Y1(conejo) 
 
1:200 Anti- IgG de conejo-HRP (cabra)  1:1000 
Anti P2Y12 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP (cabra)  1:1000 
Anti P2Y13 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra)  
1:1000 
Anti P2X1 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
Anti P2X2 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
Anti P2X3 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
Anti P2X4 (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
Anti P2X7 intracel. (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
Anti P2X7 extracel. (conejo) 1:200 Anti- IgG de conejo-HRP  
(cabra) 
1:1000 
 
Tabla 2.- Anticuerpos primarios, secundarios y diluciones empleadas.
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se llevó a cabo en tampón TBS-Tween 20 al 0,1% con BSA al 3%,   a temperatura ambiente 
en agitador orbital durante una hora. El exceso de anticuerpo secundario se lavo empleando 
tampón TBS-Tween 20 al 0,1% y el revelado se llevo a cabo incubando la membrana durante 
5 minutos con el kit Super Signal substrate Western Blotting de la casa comercial PIERCE. 
Este sistema se basa en la oxidación que la peroxidasa ligada al anticuerpo secundario ejerce 
sobre el luminol, presente en el kit, generando la emisión de luz que puede ser detectada por las 
membranas radiográficas o sistemas de imagen. En este trabajo se emplearon tanto membranas 
de radiografía Agfa, reveladas en una máquina Agfa CP1000, como el revelado en el sistema 
de Fluo-S Imager de Bio-Rad. La densidad de marcaje inmunoreactivo se llevó a cabo, en 
ambos casos, empleando un programa específico denominado Quantity One instalado en dicho 
equipo.
2.5.- Inmunocitoquímica.
Para los estudios de inmunocitoquímica se emplearon cubreobjetos de 12 y 15 mm 
donde se habían sembrado previamente las neuronas que habían sido mantenidas en cultivo 
durante 9-11 DIV. Los cubreobjetos se lavaron en PBS durante 5 minutos y seguidamente se 
fijaron en solución de paraformaldehído al 4% en PBS 0,15 M a pH = 7,2 durante 15 minutos. 
Después del fijado se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon los cubreobjetos durante una 
hora a 37ºC. La solución de bloqueo empleada estaba compuesta por PBS al que se le había 
añadido BSA al 3%, 0,1% de Tritón X-100, y 5% de suero de cabra o de burro en función de en 
qué animal habían sido desarrollados los anticuerpos secundarios que fuéramos a utilizar en el 
experimento. Tras el bloqueo se llevaron a cabo 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-BSA 
al 3%  y se incubó con el anticuerpo primario durante una hora a 37ºC o bien a 4ºC durante toda 
la noche. A continuación se realizaron tres lavados en PBS-BSA 3%, 0,1% Tritón X-100, para 
eliminar el exceso de anticuerpo primario. El marcaje se reveló incubando las preparaciones 
con los anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos (FITC o Cy3) durante una hora a 
37ºC. Posteriormente a la incubación se realizaron dos lavados  con PBS-BSA 3%, 0,1% Tritón 
X-100. En los casos en que los núcleos celulares fueron teñidos con DAPI, éste se añadió tras 
el segundo lavado y se mantuvo durante 5 minutos a temperatura ambiente, lavándose después 
los cubreobjetos con PBS para su eliminación. Por último, se montaron los cubreobjetos sobre 
portaobjetos utilizando como medio de montaje el Prolong Antifade de Molecular Probes, que 
reduce el apagamiento de los fluorocromos. Tras dejar secar el medio de montaje, los portaobjetos 
se almacenaron en oscuridad a 4ºC. Las imágenes de inmunofluorescencia se tomaron con un 
microscopio NIKON TE-200 acoplado a una lámpara de Xenón de 75 W de Nikon y a una 
cámara Kappa modelo DX2. Todo el equipo estuvo controlado por ordenador con un software 
Kappa Image Base Control. El procesamiento posterior de las imágenes adquiridas se realizó 
con los programas Lucida 3.0 (Kinetic Imaging) y Paint Shop Pro 8.0 (Jasc Software).
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2.6.- Tratamiento de los cultivos de neuronas granulares de cerebelo.
 Los experimentos donde fue inducida la apoptosis por el bloqueo farmacológico de 
la PI3-K con el inhibidor LY-294002, fueron realizados sobre neuronas sembradas en placas 
de 24 pocillos, llevándose a cabo las incubaciones de los distintos tratamientos, directamente 
sobre el medio de cultivo completo. Los agonistas nucleotídicos, el NMDA y los factores de 
crecimiento empleados en estos tratamientos, se añadieron directamente sobre cada pocillo y, 
tras una incubación de 10-30 min, se añadió el inhibidor LY-294002 a una concentración final 
de 50µM. En los experimentos donde se utilizaron los inhibidores de las rutas de señalización, 
como  GF-I, U-0126, PP-2 etc, se añadieron entre 20 y 30 min antes de la estimulación con los 
agonistas, mientras que en el caso de los antagonistas de receptores de nucleótidos, estos se 
preincubaron durante 5 min antes de la estimulación.
Por otra parte, las neuronas granulares sembradas en multiwells de 24 pocillos o 
cubreobjetos de vidrio requirieron incubaciones previas más amplias con los agonistas 
nucleotídicos (entre 2 y 3 horas), añadidos también directamente sobre el medio de cultivo, en 
los experimentos en los que se indujo la muerte celular por concentraciones tóxicas de glutamato 
o camptotecina. Tras este pretratamiento, se reemplazo el medio por otro nuevo al que se añadió 
una concentración de 200 µM de glutamato ó 20-40 µM de camptotecina, respectivamente, y 
también se añadieron de nuevo los agonistas. Esta estimulación se mantuvo durante 30 minutos 
tras los cuales se retiró completamente el medio y se añadió medio nuevo, manteniéndose las 
células así hasta la estimación de la viabilidad celular. Los tratamientos con los inhibidores de 
proteínas de señalización o con los antagonistas de receptores se llevaron a cabo de la misma 
forma que la descrita previamente para los tratamientos con LY-294002.
La viabilidad celular se determinó 24 horas después de la aplicación de los estímulos 
tóxicos, LY-294002, glutamato o camptotecina, respectivamente, empleando diferentes ensayos 
que describiremos en detalle a continuación.
2.7.- Medida de la actividad GSK3 in vitro.
La actividad de la GSK3 fue medida siguiendo el método descrito por Engel (Engel y 
cols., 2006). Tras la estimulación de las neuronas granulares con los agonistas nucleotidicos, 
se obtuvieron extractos celulares empleando el tampón de lisis (HEPES, PH=7.4 20mM, NaCL 
100mM, FNa 10mM, Ortovanadato sódico 1mM, 1% TritonX-100, EDTA 1mM, EGTA 1mM 
e inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Después de 30 minutos de lisado en hielo, las 
células se centrifugaron a 13000 g durante 5 min a 4ºC.  La reacción se llevó a cabo incubando 
25 µL del extracto de proteínas en un tampón (Tris pH=7.5, 25mM, Dithiotreitol 1mM, Cl2Mg 
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10mM) junto con el sustrato específico de la GSK3, el péptido GS-1 (Concentración final 
30 µM) y ATP (50 µM más 2 µCi de γ32PATP) a 30ºC durante 10 min. GS-1 es un péptido 
sintético derivado de la secuencia de la Glucógeno sintasa, que contiene un residuo de Ser 
(21S*) fosforilado  y tres zonas consenso para la fosforilación específica por parte de la GSK3. 
(Stambolic y Woodgett, 1994). Esta reacción se llevo a cabo en paralelo con otra en presencia 
de 20 mM del ClLi, que inhibe específicamente la actividad de la GSK3 (Davies y cols., 2000). 
Tras esto, las alícuotas se depositaron sobre un papel de fosfocelulosa p81 (Merck) lavado dos 
veces con acido fosfórico 75mM y se midieron por un contador de centelleo. La diferencia 
entre la actividad quinasa observada en presencia o ausencia de ClCi fue considerada como la 
especifica de la GSK3.
2.8.- Determinación de la viabilidad celular:
Los ensayos para determinar la viabilidad celular de las neuronas granulares de cerebelo 
en cultivo de rata tras los diferentes tratamientos a las que fueron sometidas se llevaron a cabo 
por medio de tres protocolos diferentes basados en tres kit comerciales:
2.8.1.- Ensayo de viabilidad celular mediante el kit: LIVE/DEAD viability/
cytotoxicity kit de Molecular Probes: 
Este método se utiliza  para  diferenciar células vivas de las muertas utilizando dos 
parámetros de viabilidad celular, la actividad intracelular de las esterasas y la integridad de la 
membrana plasmática. Para ello utiliza dos sondas fluorescentes:
Calceína-AM: - Esta sonda  puede atravesar la membrana plasmática 
libremente, pero queda retenida en el interior de las células emitiendo fluorescencia 
cuando las esterasas celulares ejercen su acción sobre ella (calceína libre). Por lo 
tanto la calceína tiñe las células vivas produciendo fluorescencia verde a 515 nm 
cuando se excita a una longitud de onda uniforme de 495 nm.
Homodímero-1 de Etidio: - Este componente puede penetrar en las células 
con las membranas dañadas y se une a los ácidos nucleicos emitiendo fluorescencia 
roja a 635 nm  cuando se excita a 495 nm. El etidio permite, así, el marcaje de las 
células muertas. 
Para estos ensayos se emplearon neuronas granulares de cerebelo de rata sembradas 
sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro que se mantuvieron en placas de 24 pocillos Falcon. 
Tras el tratamiento de las células con estímulos tóxicos, éstas se lavaron dos veces con tampón 
Locke y posteriormente se añadieron 200µL de la mezcla de trabajo a cada pocillo. Esta mezcla 
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estaba compuesta por Locke al que se le había añadido calceína 2 µM y homodímero-1 de 
Etidio 8µM, a partir de las soluciones madre disuelta en DMSO que proporciona el kit. Las 
células se mantuvieron a 37ºC en oscuridad durante 30 min, en presencia de dicha mezcla, 
tras los cuales se tomaron las imágenes de inmunofluorescencia se tomaron en los 30 minutos 
siguientes empleando un microscopio NIKON TE-200 acoplado a una lámpara de Xenon de 
75 W de Nikon y a una cámara Kappa modelo DX2. Todo el equipo estuvo controlado por 
ordenador con un software Kappa Image Base Control. El procesamiento posterior de las 
imágenes adquiridas se realizó con los programas Lucida 3.0 (Kinetic Imaging) y Paint Shop 
Pro 8.0 (Jasc Software). Una vez procesadas las imágenes se procedió a su contaje, contando 
por cada imagen las células vivas teñidas de calceína y las células muertas teñidas con etidio. El 
porcentaje de supervivencia se obtuvo sobre el número de células totales en cada campo.
2. 8. 2.- Ensayo de viabilidad celular basado en el metabolismo del MTT.
Este  kit de la casa comercial Sigma-Aldrich permite, con el empleo de un 
espectrofotómetro,  la determinación de la viabilidad celular en función de la actividad 
mitocondrial de las células vivas.
Este método se basa en la capacidad que tienen las deshidrogenasas mitocondriales de 
romper el anillo de tetrazolio del componente clave del kit, el bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-yl]-2,5-difenil tetrazolio (que en disolución es amarillo), liberando cristales insolubles de 
formazán, de color morado. Estos cristales de formazán pueden ser solubilizados en isopropanol 
y medidos en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm. Cuanto mayor sea el 
numero de células vivas presentes, mayor cantidad de cristales de formazán se formaran y 
mayor será la absorbancia de la muestra. 
Para este ensayo se emplearon neuronas granulares de cerebelo que habían sido sembradas 
en placas falcon de 24 pocillos previamente tratadas con poli-L-lisina, como explicamos 
previamente en el protocolo de cultivos celulares.  Tras la incubación de las células con los 
estímulos tóxicos, se les retiró el medio completamente y se le añadió Tampón Locke al que se 
le había añadido solución reconstituída de MTT a una concentración de 1,2µM,  manteniéndose 
en incubación a 37ºC durante 2-3 horas. Tras este paso se añadió Tampón de solubilización 
(10% Triton X-100, 10% HCl 1 N, 80% Isopropanol) en volumen igual al que teníamos en el 
pocillo, agitando la placa durante 30-60 minutos, en agitador orbital, hasta que el formazán 
se solubilizó completamente. Como último paso se rasparon los pocillos para homogeneizar 
toda la mezcla y se midió la longitud de onda a 570 nm con ayuda de un espectrofotómetro. 
Como blanco se empleo una solución de MTT reconstituido en ausencia de células y mezclado 
con el tamón de solubilización. Los datos de absorbancia obtenidos de las muestras control, 
que no habían sido sometidas a ningún tratamiento,  se ajustaron como referencia al 100% de 
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supervivencia, calculando así, el porcentaje de viabilidad de las células presentes en los pocillos 
sometidos a diferentes tratamientos.
2. 8. 3.- Kit de detección in situ de muerte celular (TUNEL) de Roche.
Este kit comercial permite la detección de las células que entran en fase de apoptosis en 
un cultivo o tejido permitiendo diferenciarlas de aquellas que mueren por necrosis. Durante la 
apoptosis se produce la ruptura del DNA genómico produciéndose pequeños fragmentos de bajo 
peso molecular de DNA al igual que fragmentos de alto peso molecular de DNA en forma de 
hebras simples. Este kit utiliza la acción del enzima deoxynucleotidiltransferasa terminal para 
incorporar nucleótidos marcados en el extremo 3’-OH del DNA fragmentado, estos nucleótidos 
marcados son detectables y cuantificables por medio de microscopía de fluorescencia. La 
reacción de TUNEL marca preferentemente los fragmentos de DNA que se generan durante 
la apoptosis permitiendo una discriminación bastante precisa entre este tipo de muerte celular 
y la necrosis. Para este ensayo se emplearon neuronas granulares de cerebelo que habían 
sido sembradas en placas falcon de 24 pocillos previamente tratadas con poli-L-lisina, como 
explicamos previamente en el protocolo de cultivos celulares.  Tras los distintos tratamientos, 
a las células se les retiró completamente el medio y  fueron lavadas con PBS. Tras el lavado 
las células se trataron con solución de fijado (4% Paraformaldehído en PBS, pH 7,4) durante 
una hora a temperatura ambiente, seguidamente se lavaron de nuevo con PBS y se incubaron 
con la solución de permeabilización (0.1% Tritón X-100 en 0,1% de citrato sódico) durante 2 
minutos a 4ºC. Tras este paso se añadió 50 µL de la mezcla de reacción TUNEL (compuesta por 
la solución enzimática más los nucleótidos marcados) a cada pocillo y se incubaron durante una 
hora a 37ºC en atmósfera humidificada (En este paso se reservaron dos pocillos para controles 
negativos a los que se añadió únicamente la solución con nucleótidos marcados en ausencia del 
enzima). Posteriormente los pocillos se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron durante 5 min 
con DAPI 1µM para la tinción de los núcleos. Seguidamente se realizó un último lavado con 
PBS  y se analizaron las preparaciones por microscopía de fluorescencia con un microscopio 
NIKON TE-200 acoplado a una lámpara de Xenon de 75 W de Nikon y a una cámara Kappa 
modelo DX2. Todo el equipo estuvo controlado por ordenador con un software Kappa Image 
Base Control. Se cuantificaron las células positivas (en rojo), normalizándose con respecto al 
número total de células por campo (las teñidas con DAPI), y calculándose así, el porcentaje 
total de células apóptoticas en cada tratamiento.
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2.9.- Análisis de microarray.
Se obtuvieron extractos de RNA de cultivos de neuronas granulares de cerebelo control, y 
estimuladas durante 2 horas con 2MeSADP 1µM, o con BzATP 300µM. Cada una de estas muestras se 
hibridó con un chip genómico de expresión Agilent, con capacidad para medir la expresión de 28000 
genes de rata. Se realizaron 4 réplicas para cada tratamiento y los extractos no estimulados control. 
Los datos de expresión resultantes fueron normalizados según el método por quantiles descrito 
en B. et al (Bolstad y cols., 2003) e implementado en el paquete de análisis affy (Gautier y cols., 
2004) para el entorno estadístico R.
 
Las diferencias de expresión entre la muestras tratadas y el control se obtuvieron mediante el 
análisis estadístico (t-student) de la expresión media de cada uno de los genes en los dos grupos 
y su posterior corrección por el método de Bonferroni*. Para ello se utilizó la plataforma de 
análisis de microarrays GEPAS (Tarraga y cols., 2008) y el entorno estadítico R.
 
El análisis funcional de los genes según su grado de expresión diferencial se llevó a cabo usando 
el programa bioinformático FatiScan (Al-Shahrour y cols., 2008), actualmente implementado 
sobre la plataforma web Babelomics (Al-Shahrour y cols., 2008). Este método permite, mediante 
un test de segmentación, detectar grupos funcionales de genes que presentan además diferencias 
de expresión. Se usó un tamaño de partición de 50 genes, un test de Fisher de dos colas, y un 
grado de significación p<0.005.
2.10.- Análisis estadístico de los datos.
Los datos obtenidos se presentan, en general, como la media aritmética ± el error estándar 
de la media (SEM). Los resultados mostrados en este trabajo corresponden a un mínimo de tres 
experimentos en duplicado realizados en tres cultivos de neuronas granulares diferentes. Las 
comparaciones entre medias se realizaron con un análisis de la varianza (ANOVA). Los niveles 
de significación establecidos han sido: P<0,001, diferencia extremadamente significativa (***); 
P<0,01, diferencia significativa (**); P<0,05, diferencia marginalmente significativa (*). Los 
niveles superiores a 0,05 se han tomado como no significativos (NS). Para un análisis posterior 
a la obtención de un ANOVA inferior a 0,05, se utilizó el post-test de Tukey-Kramer, o bien, el 
test de Dunnet. 
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1.- SEÑALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE NUCLEÓTIDOS 
ACOPLADA A LA PROTEÍNA GSK3 EN NEURONAS GRANULARES DE 
CEREBELO.
1.1.- Señalización de los receptores nucleotídicos P2Y de tipo metabotrópico 
acoplada a la GSK3 en neuronas granulares de cerebelo. Señalización mediada por el 
receptor P2Y13.
En trabajos previos del grupo se había observado que las neuronas granulares de cerebelo 
de rata respondían a distintos agonistas nucleotídicos con incrementos en la concentración 
intracelular de calcio [Ca+2]i (Hervas y cols., 2003). Estas respuestas a nucleótidos eran máximas 
en la segunda semana de cultivo (10-14 DIV), indicando que la expresión de los receptores de 
nucleótidos va paralela a la maduración y diferenciación del cultivo. Estos incrementos de calcio 
observados no desaparecían al eliminar el calcio del medio extracelular, y por tanto parecían estar 
mediados, en su mayor parte, por receptores de nucleótidos de carácter metabotrópico, como 
P2Y1, P2Y4 y P2Y6, ya que respondían a los agonistas nucleotídicos 2MeSATP/ 2MeSADP, 
UTP y UDP, respectivamente.
A partir de estos primeros datos observados en las neuronas granulares decidimos 
investigar qué rutas de señalización eran activadas por nucleótidos más allá de las variaciones 
iniciales de calcio intracelular. Como primera aproximación de estudio elegimos la proteína 
GSK3, involucrada en numerosas funciones dentro del sistema nervioso central entre las 
que destaca su papel clave dentro de las vías de señalización de supervivencia activadas por 
neurotrofinas y factores de crecimiento en muchas células neuronales (Grimes y Jope, 2001). 
De hecho, las neuronas granulares constituyen un excelente modelo para el estudio de las 
vías de apoptosis y supervivencia neuronal en las que la GSK3 juega un papel predominante 
(Contestabile, 2002); (Pap y Cooper, 1998) (Hetman y cols., 2000) (Cross y cols., 2001) 
(Chin y cols., 2005). Todos estos antecedentes constituyen un buen punto de partida para la 
investigación de la posible implicación de los nucleótidos en una vía de señalización semejante 
a los factores de crecimiento y promoviendo la supervivencia en este modelo neuronal. El 
estudio fue iniciado en primer lugar  utilizando los agonistas de los receptores metabotrópicos, 
continuando los efectos observados en las respuestas de calcio.
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1.1.1.- Fosforilación de la proteína GSK3 mediada por agonistas nucleotídicos de 
tipo metabotrópico en neuronas granulares. Efecto del 2MeSADP.
En una primera aproximación se analizó el efecto de diferentes agonistas nucleotídicos 
que activan receptores de tipo metabotrópico sobre el estado de fosforilación de la proteína GSK3 
en neuronas granulares, por medio de experimentos de Western Blot. Como se observa en la 
figura 1A los mayores incrementos en la fosforilación de la proteína GSK3 fueron inducidos por 
el ATP, agonista endógeno general capaz de activar receptores de nucleótidos tanto ionotrópicos 
como metabotrópicos. Este agonista incrementó unas 3 veces los niveles basales de fosforilación 
de GSK3 (en sus residuos de serina 21 y 9 para las isoformas α y β, respectivamente). Después 
del ATP, el agonista más potente resultó ser el 2MeSADP, agonista selectivo de receptores 
de ADP (P2Y1, P2Y12 y P2Y13). El 2MeSADP produjo un incremento en la fosforilación de 
la GSK3 de aproximadamente dos veces por encima de los niveles basales. En cambio, los 
agonistas UTP y UDP, específicos de los receptores que responden a pirimidinas P2Y2-P2Y4 y 
P2Y6, respectivamente, mostraban efectos muy minoritarios. Estos resultados concordaban con 
lo esperado, ya que, siguiendo la línea de los resultados obtenidos anteriormente por nuestro 
grupo en las respuestas de calcio, en las neuronas granulares la población mayoritaria de células 
sensibles a nucleótidos respondían a 2MeSATP y 2MeSADP, mientras que las respuestas a 
nucleótidos de pirimidina se encontraban en poblaciones muy minoritarias de células. Estos 
datos nos llevaron a continuar el resto del estudio de señalización utilizando el 2MeSADP.
Los incrementos de fosforilación inducidos por este agonista sobre la GSK3 eran 
transitorios, observándose ya a tiempos de 5 minutos y alcanzando sus niveles máximos a 
tiempos de entre 10-15 minutos de estimulación, y volviendo progresivamente a los niveles 
basales a tiempos más largos de 1 a 2 horas (figura 1C). Para los siguientes experimentos se 
eligió, por tanto, el tiempo de 10 minutos de estimulación con 2MeSADP, con el fin de obtener 
los niveles más altos de fosforilación sobre la GSK3.
La naturaleza metabotrópica  de la respuesta inducida por el 2MeSADP se confirmó al 
retirar el calcio extracelular añadiendo al medio una mezcla quelante de EGTA/Tris, según se 
indica en el apartado de Material y Métodos (Figura 1B). En estas condiciones, el efecto del 
2MeSADP sobre la fosforilación de la proteína GSK3 no se vio afectado. Ni tampoco cuando 
los experimentos se realizaron en presencia de adenosina deaminasa (ADA) (Figura 1D), que 
eliminaría la posible contribución debida a la adenosina formada por la hidrólisis extracelular 
del 2MeSADP. Por lo tanto, las posibles interferencias en los efectos del 2MeSADP por parte 
del sistema de receptores de adenosina fueron descartadas.   
127
Resultados
C
on
tr
ol
2M
eS
A
D
P
**
0
100
200
Co
nt
ro
l
2M
eS
AD
P
TRIS/EGTA
Co
nt
ro
l
2M
eS
AD
P
ADA
C
on
tr
ol
2M
eS
A
D
P
**
%
 d
e 
in
cr
em
en
to
de
 fo
sf
or
ila
ci
ón **
C
on
tr
ol
2M
eS
A
D
P
A
TP
U
D
P
 
U
TP
**
0
100
200
Co
nt
ro
l
2M
eS
AD
P
AT
P
UD
P 
UT
P
GSK3
pGSK3
C 1 5 15 30 60 120 min
**
**
*
C 1 5 15 30 60 120 min
100
200
300
400
0
1 µM 2MeSADP
1 µM 2MeSADP
GSK3
pGSK3
%
 d
e 
in
cr
em
en
to
de
 fo
sf
or
ila
ci
ón
0
100
200
300
A) B)
C) D)
Figura 1.- Efecto de diferentes agonistas nucleotídicos de tipo metabotrópicos sobre la fosforilación de la 
GSK3. A) Las neuronas granulares de cerebelo se estimularon con los diferentes agonistas nucleotídicos: ATP 
100µΜ, 2MeSADP 1µΜ,  UTP 100µΜ y UDP 10µΜ. C) Las neuronas granulares se estimularon con 2MeSADP 
1µM a diferentes tiempos de incubación. B) y D) Cuando se requirió la estimulación con 2MeSADP se realizó 
durante 10 min en ausencia de calcio extracelular, empleando una mezcla quelante de TRIS/EGTA o bien en 
presencia de adenosina deaminasa (1U/mL). Posteriormente las células fueron lisadas y se recogieron los extractos 
celulares donde se analizaron los niveles de fosforilación de la GSK3 (con anticuerpos específicos para reconocer 
los residuos fosforilados de ser 21 y ser 9, para las isoformas α y β, respectivamente) por inmunotransferencia, 
como se describe en el apartado 2.4 de Material y Métodos.  Los histogramas muestran el porcentaje de incremento 
de fosforilación con respecto a las células no estimuladas (100% valor control) y se obtuvieron normalizando 
los valores densitométricos de la fosfo-GSK3 con respecto a los valores de GSK3 total. Los valores mostrados 
en el diagrama de barras  corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de 
cultivos diferentes, Siendo las bandas de Western Blot de la parte superior de la figura, las correspondientes a un 
experimento representativo. Los datos se analizaron por medio del test estadístico de Dunnett considerándose 
significativos estadísticamente a *p<0.05 y **p<0.01.
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1.1.2.- Identificación del receptor implicado en la respuesta inducida por el 
2MeSADP sobre la fosforilación de la proteína GSK3 en neuronas granulares.
Teniendo en cuenta que el 2MeSADP puede ser agonista de varios subtipos dentro de la 
familia de receptores que responden a ADP (P2Y1, P2Y12 y P2Y13), se emplearon antagonistas 
específicos para cada uno de ellos, con el fin de identificar cuál de ellos estaba implicado en los 
efectos mediados por el 2MeSADP sobre la fosforilación de la GSK3 en neuronas granulares 
de cerebelo.
En el momento de la realización de estos estudios se disponía de antagonistas selectivos 
para los receptores P2Y1 y el P2Y12, siendo éstos el MRS-2179 y el 2MeSAMP, respectivamente 
(Boyer y cols., 1998); (Hollopeter y cols., 2001). Como se observa en la figura 2A, ninguno de estos 
antagonistas fue capaz de abolir los efectos mediados por el 2MeSADP sobre la fosforilación de 
la GSK3, de hecho, en presencia del antagonista del P2Y1, MRS-2179, el efecto del 2MeSADP 
parecía potenciarse ligeramente. Tampoco tuvo efecto el PPADS (figura 2B), antagonista por 
el que muestra sensibilidad el receptor P2Y1 (King, 2003). Estos resultados sugerían que otro 
receptor de ADP distinto del P2Y1 y el P2Y12 sería responsable de la fosforilación de la GSK3 
inducida por el 2MeSADP, y que podría tratarse por tanto de un receptor P2Y13. . 
Durante la realización de esta Tesis Doctoral, se comercializó un antagonista para 
el receptor P2Y13, el MRS-2211 (Kim y cols., 2005) (biochem pharmacol). Este compuesto 
indujo por sí mismo un incremento basal en los niveles de fosforilación de la GSK3 y abolió 
completamente los incrementos producidos por el 2MeSADP (figura 2C). Cuando se usó 
conjuntamente con el antagonista selectivo del receptor P2Y1, MRS-2179, también se eliminó el 
efecto del 2MeSADP, indicando la participación de un receptor tipo P2Y13 en el efecto mediado 
por el 2MeSADP. 
Para comprobar definitivamente este hecho, se llevaron a cabo experimentos dosis-
respuesta con 2MeSADP y con el agonista endógeno, el ADP, ya que la afinidad relativa por 
estos dos compuestos puede usarse como prueba adicional para distinguir entre un receptor 
P2Y12 y P2Y13, ambos estrechamente relacionados. Como se muestra en la figura 3, los valores 
de las EC50 obtenidos fueron muy similares para ambos agonistas, de 9,12 ± 2,2nM para el 
2MeSADP (figura 3A), y ligeramente inferiores para el ADP, 3,58 ± 1,3nM (figura 3B). Estos 
datos encajaban perfectamente con las afinidades descritas en el rango nM para los receptores 
de nucleótidos de ADP (Communi y cols., 2001) (Sellers y cols., 2001). Además se ajustaban 
más a lo descrito para un receptor tipo P2Y13, debido a que mostraba una potencia similar frente 
al 2MeSADP y al ADP, en comparación con el receptor P2Y12 que exhibe 50 - 100 veces más 
afinidad para el 2MeSADP ((Communi y cols., 2001) (Fumagalli y cols., 2004).
A continuación se analizó la presencia del receptor P2Y13 a nivel de RNAm y de proteína 
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Figura 2. Efecto de distintos antagonistas de receptores nucleotídicos sobre la fosforilación de 
la GSK3 inducida por 2MeSADP. A), B) y C) Las neuronas granulares fueron preincubadas con 
durante 5 min con MRS-2179 10µΜ, 2MeSAMP 100µΜ, MRS-2211 10µΜ y PPADS 30µΜ ,  antes de 
ser estimuladas con 2MeSADP 1 µΜ durante 10 min, manteniéndose la presencia de los antagonistas 
durante este tiempo de estimulación. Los controles en presencia de estos tres antagonistas por si solos 
no supusieron cambios significativos con respecto a las células no estimuladas (100% valor control) 
salvo en el caso del MRS-2211 mostrado en la figura. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes. 
El panel superior muestra un experimento representativo de cada condición. Los datos se analizaron 
por medio de los  test estadísticos de Dunnett y Tukey considerándose significativos estadísticamente a 
*p<0.05 y **p<0.01. 
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en neuronas granulares, haciendo un estudio comparativo de la expresión de los tres subtipos 
de receptores P2Y que responden a ADP. En trabajos previos de nuestro grupo, y antes de que 
se clonara el receptor P2Y13, ya se había podido detectar la presencia de los receptores P2Y1 y 
P2Y12 en neuronas granulares en cultivo a nivel de RNA mensajero (Hervas y cols., 2003). De 
acuerdo con estos resultados previos, mediante experimentos de RT-PCR se detectaron niveles 
significativos de RNAm para los tres receptores de ADP, P2Y1, P2Y12 y P2Y13, como se muestra 
en la figura 4A. 
Figura 3. Curvas dosis respuesta para el 2MeSADP y  el ADP. Las neuronas granulares de cerebelo se estimularon 
con concentraciones crecientes de 2MeSADP y ADP A) y B), respectivamente durante 10 min. Los resultados se 
normalizaron con respecto a la máxima respuesta ejercida por el 2MeSADP y el ADP a una concentración de 1µM 
(100%) y las curvas se ajustaron por medio del análisis Boltzmann. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes, Siendo las 
bandas de Western Blot de la parte superior de la figura, las correspondientes a un experimento representativo. 
Como la detección del RNAm no implica necesariamente la presencia de la proteína, 
se procedió a la detección de los receptores por medio de experimentos de inmunocitoquímica 
y de Western Blot,  dado que ahora se dispone de anticuerpos comerciales específicos para 
cada uno de dichos receptores. La figura 5B muestra las bandas específicas de 45 y 65-37 
kD correspondientes al tamaño esperado para los receptores P2Y1 y P2Y13, respectivamente. 
Aunque la banda obtenida para el receptor P2Y12 también parece ser específica, la señal es muy 
débil e indica un grado de expresión muy bajo y poco significativo. 
Resultados similares se obtuvieron en los experimentos de inmunocitoquímica, en los 
que se observaron marcajes significativos para los receptores tipo P2Y1 y P2Y13, mientras que el 
marcaje del receptor P2Y12 resultó ser muy débil y semejante al obtenido al utilizar su péptido 
control, revelando la naturaleza inespecífica del mismo (figura 4C).
pGSK-3
GSK-3
[2MeSADP] nM
C 1 3 10 30 100 1000  C 1 3 10 30 100 1000  
[ADP] nM
-10 -9 -8 -7 -6
0
20
40
60
80
100
120
- Log [2MeSADP] nM
-10 -9 -8 -7 -6
0
20
40
60
80
100
120
- Log [ADP] nM
pGSK-3
GSK-3
fo
sf
or
ila
ci
ón
 d
e 
G
SK
-3
(%
 m
áx
im
o)
A) B)
131
Resultados
H2O NG -RT Cb M
P2Y1
P2Y12
P2Y13
P2Y1
pep 
P2Y12
pep 
P2Y13
pep 
+Péptido Control
P2Y1
P2Y12
P2Y13
A) B)
C)
65 KDa
37 KDa
80 KDa
45 KDa≈
≈
≈
≈
Figura 4. Expresión de distintos receptores de ADP P2Y1, P2Y12 y P2Y13, en neuronas granulares de cerebelo. 
A) Experimentos de expresión de los receptores por RT-PCR. Los productos de PCR obtenidos se sometieron a 
electroforesis en geles de agarosa al 2% y fueron visualizadas por medio de tinción con SYBR Gold (como se 
describe en Material y Métodos apartado 2.3).  La banda para los receptores P2Y se situó alrededor de  las 150 
pares de bases y se amplificaron tanto de neuronas granulares de cerebelo en cultivo (GN) como de extractos 
totales de RNA de cerebelo de rata (Cb) que se empleó como control positivo de expresión. No se observaron 
productos de amplificación cuando se llevaron a cabo experimentos en paralelo en ausencia de la transcriptasa 
inversa (-RT), o  en ausencia de molde (H2O). M: Patrón de DNA de 100 bp. B) Experimentos de expresión 
de los receptores de ADP por Western Blot.  Se  utilizaron anticuerpos específicos para los receptores de ADP, 
P2Y1,(1:200) P2Y12(1:200) y P2Y13 (1:200) de acuerdo con lo descrito en el apartado 2.4.3 de Material y Métodos. 
Las bandas obtenidas muestran un tamaño de 45, 80 y 65/37 KDa para los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13, 
respectivamente lo que está de acuerdo con lo descrito en la bibliografía para estos receptores. Donde se indica 
(pep), cada uno de los anticuerpos se preincubó durante 1 hora con su correspondiente péptido control, antes 
de realizar la incubación de las muestras. C) Expresión de los receptores de ADP por inmunocitoquímica. Las 
neuronas granulares se incubaron con los anticuerpos específicos P2Y1 (1:100) P2Y12 (1:100) y P2Y13 (1:50), y se 
revelaron con anticuerpos secundarios marcados con Cy3. Donde se indica (pep), cada uno de los anticuerpos se 
preincubó durante 1 hora con su correspondiente péptido control, antes de realizar la incubación de las muestras.
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Considerado en conjunto, estos resultados confirman la expresión de un receptor tipo 
P2Y13 en neuronas granulares de cerebelo y que podría ser el responsable de las respuestas 
mediadas por el agonista 2MeSADP sobre la fosforilación de la proteína GSK3, de acuerdo con 
el perfil farmacológico observado.
1.1.3.- Vías de señalización activadas por el 2MeSADP en neuronas granulares.
A continuación se llevaron a cabo estudios para profundizar en el mecanismo de 
acción del 2MeSADP sobre la fosforilación de la proteína GSK3. Para ello, se analizaron dos 
posibles vías de señalización intermedias, por un lado la vía de la PI3K/Akt y por otro la vía 
de las quinasas reguladas extracelularmente (ERK), para determinar si eran las cascadas de 
señalización previas a la fosforilación de la GSK3. En estos experimentos se utilizó el IGF-I, 
un importante factor de supervivencia, como control positivo de la activación de la vía PI3K/
Akt/GSK3 en neuronas granulares.
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Figura 5. Efecto del 2MeSADP sobre la fosforilación de la Akt y las ERK-1/2 en neuronas granulares 
de cerebelo.  La fosforilación y activación de las proteínas Akt y ERK-1/2 por parte del 2MeSADP se analizó 
empleando usando anticuerpos específicos que reconocen las formas fosforiladas de estas dos proteínas, Akt en 
sus residuos de Thr308, y ERK en Thr202 y Tyr204. Las células fueron estimuladas con 2MeSADP 1µΜ, en 
presencia o ausencia de MRS-2179 10µΜ, y con IGF-I 50ng/mL durante 10 minutos. También se evaluaron en los 
mismos extractos los niveles de fosforilación de la GSK3.  Los histogramas muestran el porcentaje de incremento 
de fosforilación con respecto a las células no estimuladas (100% valor control) y se obtuvieron normalizando los 
valores densitométricos de la fosfo-GSK3, fosfo-Akt y fosfo-ERK-1/2 con respecto a los valores totales de cada 
una de esas proteínas. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos 
independientes de cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia los valores control sin estimular y como # cuando el tratamiento con IGF-I se evaluó con respecto al 
tratamiento con 2MeSADP ± MRS-2179.
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Al igual que lo observado para la GSK3, el 2MeSADP fue capaz de inducir la fosforilación 
y, en este caso activación, de ambas vías, tanto de la Akt (en su residuo de Thr308) como de las 
ERK1/2 (en sus residuos de Thr202 y Tyr 204). Estos efectos se mantuvieron en presencia del 
antagonista del receptor P2Y1, el MRS-2179 (figura 5), indicando que ambas vías podrían ser 
las que convergieran en la GSK3. Como era esperable, el IGF-I resultó ser mucho más potente 
que el 2MeSADP en la fosforilación de las proteínas Akt y GSK3, mientras que en el caso de 
las ERK1/2, los niveles de fosforilación fueron semejantes para ambos agonistas.
Para concluir qué vía era la que mediaba los efectos del 2MeSADP sobre la GSK3, se 
llevaron a cabo nuevos análisis utilizando inhibidores específicos de proteínas de transducción 
de señales (figura 6). Primero se analizó el efecto de la toxina pertussis, en presencia de la 
cuál (10 ng/mL durante toda la noche), se abolió completamente el efecto del 2MeSADP sobre 
la fosforilación de la GSK3, confirmando la participación necesaria de un receptor de ADP 
acoplado a proteínas Gi/G0, como es el caso del receptor P2Y13 (Hollopeter y cols., 2001), y que 
estaría de acuerdo con el perfil farmacológico descrito anteriormente. 
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Figura 6. Efecto de los inhibidores de las principales vías de señalización sobre la fosforilación de la GSK3 
inducida por 2MeSADP en neuronas granulares de cerebelo. Las neuronas granulares en cultivo se sometieron 
a diferentes tratamientos: incubación durante toda la noche con 10 ng/mL de toxina pertussis, y 30 minutos de 
incubación con los inhibidores de señalización (wortmanina 1µΜ, U-0126 10µΜ, y  PP-2 1µΜ). Seguidamente 
las células fueron estimuladas con 2MeSADP 1µΜ  en presencia y ausencia de MRS-2179 10µΜ  durante 10 min, 
manteniéndose los inhibidores durante la estimulación.  Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de, 
al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante 
* cuando se tomó como referencia los valores control sin estimular.
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También fue utilizado el inhibidor de la PI3K, la wortmanina (1μM), que inhibe la vía 
de señalización de la PI3K en las neuronas granulares y que bloqueó completamente el efecto 
del 2MeSADP. Por el contrario el inhibidor U-0126 de la proteína MEK-1, quinasa responsable 
de la activación de las ERK1/2, no supuso cambio alguno en la fosforilación observada sobre 
la GSK3 con respecto a los experimentos control (figura 6). Estos datos indicaban que  la 
fosforilación de la GSK3 inducida por el 2MeSADP estaba siendo principalmente mediada por 
la vía de señalización de la PI3K/Akt, aunque no se podía descartar al cien por cien una posible 
interacción con la vía de señalización de las proteínas ERK. 
Por último, las células fueron tratadas con el inhibidor de las src-tirosina quinasas, PP-
2, lo que supuso un descenso importante de los niveles basales de fosforilación de la GSK3 
con respecto al control, aunque el efecto neto producido por la estimulación con 2MeSADP 
se mantuvo en presencia y ausencia del antagonista MRS-2179 (figura 6). Por tanto, la 
intermediación de las src-tirosina quinasas en el efecto del 2MeSADP, o la posible interacción 
debido a su activación endógena en las neuronas granulares, fueron descartados por medio de 
este tratamiento. Es importante mencionar en este punto, que ninguno de los tratamientos que se 
describen en la figura 6 supuso alteración alguna en la viabilidad de las neuronas granulares.
1.1.4.- Efecto del 2MeSADP sobre la actividad GSK3 en neuronas granulares.
Inhibición de la actividad quinasa de la GSK3 por 2MeSADP
Esta experimentalmente demostrado que la fosforilación de la GSK3 en sus residuos 
de serina 21/9 (para las isoformas α y β, respectivamente) lleva asociada una inhibición de su 
actividad catalítica hacia sus sustratos (Frame y Cohen, 2001) (Cross y cols., 1995)  (Chin y 
cols., 2005). Para comprobar esta posibilidad, en nuestro modelo, se determinó la actividad 
quinasa de la GSK3 mediante un ensayo “in vitro” en el que se medía el nivel de fosforilación 
de un sustrato específico de la GSK3, el péptido sintético GS-1,  derivado de la glucógeno 
sintasa. Estos ensayos se realizaron en células que habían sido estimuladas con 2MeSADP, 
en presencia y ausencia de MRS-2179, y se compararon estos niveles con las células control 
sin estimular. Como se muestra en la figura 7A, los niveles de fosforilación del péptido GS-1 
en los extractos celulares control  eran de 631 ± 37,28 pmolP/mg/min. Tras el tratamiento con 
2MeSADP se observó un descenso significativo hasta 450,73 ± 51,9 y 431,73 ± 16,6 pmolP/mg/
min, en ausencia y presencia de MRS-2179, respectivamente, indicativo de una disminución en 
la actividad catalítica de la GSK3.
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Figura 7. Efecto del 2MeSADP sobre la actividad catalítica de la proteína GSK3 en neuronas granulares 
de cerebelo. A) Las neuronas granulares en cultivo  fueron incubadas durante 5 min en presencia y ausencia 
de  MRS-2179 10µΜ, tras esto se estimularon con  2MeSADP  1µΜ durante 10 min en presencia continua del 
antagonista. Los extractos celulares obtenidos se sometieron a una reacción de fosforilación empleando el péptido 
GS-1, sustrato específico de la GSK3, y se evaluaron los niveles de fosforilación del péptido como se describe en 
el apartado de Material y Métodos (apartado 2.7). Los valores se expresan en pmol de fosfato incoporados por mg 
de proteína por minuto y son la media ± SEM de tres experimentos llevados a cabo por triplicado. B) Imágenes 
de fluorescencia de una tinción inmunocitoquímica para β-catenina en neuronas granulares de cerebelo en cultivo. 
Las neuronas se estimularon con 2MeSADP  1µΜ durante 10 minutos, en presencia o ausencia de incubación 
previa con MRS-2179 10µΜ durante 5 min. La intensidad de fluorescencia fue cuantificada a nivel de los somas 
de las neuronas granulares de cerebelo, usando el software Lucida, y se observaron incrementos significativos en 
las células estimuladas con 2MeSADP con respecto a los niveles basales. Se analizaron entre 150 y 200 células 
para cada condición en tres cultivos diferentes.
Además del sustrato sintético GS-1, se analizó la actividad quinasa de la GSK3 sobre 
uno de sus sustratos endógenos mejor conocidos, la β-catenina, cuyos niveles se detectaron 
mediante inmunocitoquímica. Cuando la β-catenina es fosforilada por la GSK3, es marcada 
para su ubiquitinización y su degradación en el proteasoma, mientras que en situaciones en 
las cuáles la actividad catalítica de la GSK3 es inhibida, la β-catenina es capaz de estabilizarse 
y acumularse en el citosol, pudiendo translocarse al núcleo (Frame y Cohen, 2001) (Coyle-
Rink y cols., 2002). Como se muestra en la figura 7B, las inmunotinciones llevadas a cabo 
con el anticuerpo específico para la β-catenina, muestran un nivel de intensidad mayor en 
las células estimuladas con 2MeSADP, en presencia o ausencia del antagonista MRS-2179, 
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incrementándose esta intensidad de marcaje en un 80% ± 12 en el primer caso, y un 106% ± 
8 en el segundo. Este aumento en la intensidad de marcaje indican un aumento de los niveles 
citosólicos de la β-catenina y su consiguiente estabilización debido a una disminución en la 
actividad catalítica de la proteína GSK3. En estos experimentos también pudo observarse un 
aparente incremento de marcaje de la β-catenina en núcleo aunque en una forma muy difusa.
Translocación nuclear de la β-catenina inducida por el 2MeSADP.
Con el fin de confirmar si ese aparente incremento en la región nuclear observado en las 
inmunotinciones de la figura 7B se correspondía en realidad con un aumento de los niveles de 
la proteína β-catenina en núcleo, se llevaron a cabo experimentos de Western Blot para detectar 
y cuantificar esta proteína en extractos nucleares de neuronas granulares control y estimuladas 
con 2MeSADP, en presencia y ausencia de MRS-2179, como se describe en el apartado de 
Materiales y Métodos 2.4.
Las células se sometieron a diferentes períodos de tiempo de estimulación con 2MeSADP. 
Se observaron incrementos significativos en los niveles de β-catenina en núcleo con tan solo 10 
minutos de incubación con 2MeSADP, y la presencia en el medio del antagonista MRS-2179 
no supuso alteración alguna de estos resultados (figura 8A). Estos incrementos obtenidos en la 
fracción nuclear se mantuvieron en estimulaciones mucho más mantenidas de 1h y 6 h (figuras 
8A y 8B). Como se muestra en la figura 8A la translocación al núcleo de la proteína β-catenina 
fue totalmente abolida cuando las células se incubaron en presencia de la wortmanina, el 
inhibidor de la PI3K, confirmando que esta es la etapa intermedia clave en la señalización del 
2MeSADP hacia la proteína GSK3.
Teniendo en cuenta que se ha descrito que el factor IGF-I también es capaz de inducir 
la estabilización y translocación al núcleo de la β-catenina (Desbois-Mouthon y cols., 2001) 
(Papkoff y Aikawa, 1998), se llevaron a cabo experimentos comparativos a distintos tiempos de 
estimulación entre el 2MeSADP y el factor de crecimiento. Como se muestra en la figura 8B, 
el agonista nucleotídico fue capaz de incrementar los niveles nucleares de β-catenina a tiempos 
mucho más cortos de estimulación en comparación con el IGF-I. El efecto del 2MeSADP es 
prácticamente máximo tras 10 minutos de estimulación  permaneciendo inalterado a tiempos de 
incubación prolongados de 1 y 6 horas, respectivamente. En cambio, el factor de crecimiento 
IGF-I necesita períodos de tiempo mucho más largos, no siendo visible un aumento significativo 
de los niveles de β-catenina hasta pasada una hora de estimulación, alcanzando tras 6h los 
niveles máximos, y siendo éstos semejantes a los obtenidos tras la estimulación con el agonista 
nucleotídico 2MeSADP.
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Figura 8. Efecto del 2MeSADP sobre la translocación nuclear de la β-catenina. A) y B): Las células en 
cultivo fueron incubadas con 2MeSADP 1µΜ  (en presencia y ausencia de MRS-2179 10µΜ) y 50ng/mL de 
IGF-I durante varios períodos de incubación de 10 min., 1 h (A) y (B), y 6 h (B), recogiéndose posteriormente 
las fracciones nucleares como se describen en Material y Métodos (apartado 2.4). En los experimentos llevados a 
cabo en presencia del inhibidor de la PI3K wortmanina, las células se preincubaron durante 30 minutos con 1µM 
del compuesto antes de añadir el agonista nucleotídico. El análisis de los niveles de β-catenina en las fracciones 
nucleares se llevaron a cabo por inmunotransferencia como esta descrito en el apartado de Materiales y Métodos 
(apartado2.4). Los valores representan el porcentaje de incremento con respecto a las células no estimuladas (100% 
valor control) y se obtuvieron mediante la normalización de los valores de β-catenina obtenidos por densitometrado 
con respecto a los valores de Neu-N (tomado como marcador nuclear). Los valores mostrados en el diagrama de 
barras  corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes. Los 
datos se consideraron significativos estadísticamente a *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 cuando se tomaron como 
referencia los valores control  de β-catenina (células no estimuladas) para cada tiempo de incubación (10min, 
1h y 6h) o para cada tratamiento (con o sin wortmanina) y  a # p < 0.05 y ### p < 0.001 cuando se utilizó como 
referencia el  efecto del 2MeSADP.
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En este primer apartado de Resultados podemos concluir que en las neuronas granulares 
de cerebelo, el 2MeSADP está actuando sobre un receptor nucleotídico tipo P2Y13, que está 
acoplado a la fosforilación e inhibición de la proteína GSK3 a través de una vía dependiente 
de la ruta PI3K/Akt. Este mecanismo de señalización implica la translocación nuclear del 
regulador transcripcional β-catenina, indicando que este receptor nucleotídico puede tener un 
papel relevante en la regulación de la expresión génica. 
1.2.- Señalización de los receptores nucleotídicos P2X de tipo ionotrópico acoplada 
a la GSK3 en neuronas granulares de cerebelo. 
1.2.1.- Fosforilación de la proteína GSK3 mediada por agonistas nucleotídicos de 
receptores tipo P2X en neuronas granulares. Efecto del BzATP.
Una vez estudiado el efecto de los receptores metabotrópicos de nucleótidos sobre la 
fosforilación y actividad de la GSK3 decidimos investigar si también los receptores ionotrópicos 
(P2X) presentes en las neuronas granulares podrían estar acoplados a esta vía de señalización.
De igual forma que en el caso de los receptores metabotrópicos, la primera aproximación 
al estudio del efecto de los receptores P2X sobre la GSK3 se realizó haciendo un primer barrido 
con agonistas selectivos para distintos tipos de receptores P2X, cuya expresión en las neuronas 
granulares de cerebelo había sido estudiada en trabajos previos de nuestro grupo de investigación 
(Hervas y cols., 2003) (Hervas y cols., 2005). El receptor P2X7 era uno de los receptores P2X 
que presentaba mayor nivel de expresión en estas células, junto con los receptores P2X1 y 
P2X3. Ya se habían descrito funciones específicas para ellos a nivel de respuestas de calcio y su 
señalización hacia la fosforilación y activación de la proteína calmodulina quinasa II (CaMKII) 
(Leon y cols., 2006) (Leon y cols., 2008). En todas estas acciones, la contribución del receptor 
P2X7 resultó ser mucho mayor que la de los otros receptores ionotrópicos P2X1 y P2X3. 
Para estudiar el efecto de la activación del receptor P2X7 sobre la GSK3 se empleó el 
agonista BzATP. Este compuesto es bastante selectivo para el receptor P2X7, pero también 
puede activar otros P2X (Bianchi y cols., 1999). Por ello, para potenciar las acciones del BzATP 
sobre el receptor P2X7, los experimentos de fosforilación de la GSK3 se realizaron de manera 
rutinaria en un medio en ausencia de Mg2+ (Locke sin Mg2+). Ya que una de las características 
diferenciales del P2X7 es su sensibilidad a la inhibición por cationes divalentes (Virginio y cols., 
1998b). En estas condiciones, y como se muestra en la figura 9, el BzATP indujo incrementos 
en la fosforilación de los residuos de serina de la GSK3 de entre 4 y 5 veces por encima de los 
niveles basales. 
De igual manera, tanto el agonista α,β-meATP, selectivo para los receptores P2X1 y 
P2X3, como el agonista general endógeno ATP, produjeron incrementos de fosforilación sobre 
la GSK3 semejantes a los obtenidos por el BzATP (figura 9). Es interesante destacar que el 
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efecto del ATP aumentaba a medida que se incrementaba su concentración en el rango mM. 
Estos resultados estarían de acuerdo con que, tanto el BzATP, como el ATP a concentraciones 
elevadas, estuvieran activando preferentemente un receptor tipo P2X7 en las neuronas 
granulares, para el que se ha descrito que presenta una afinidad para el ATP de entre 10 y 100 
veces menor que para el BzATP en ausencia de Mg2+ (North, 2002) (Young y cols., 2007). Dado 
que el ATP puede estar activando otros receptores de nucleótidos P2X y P2Y, y que a 100µM ya 
estarían totalmente saturados, para evitar posibles interferencias, se prefirió continuar usando el 
agonista BzATP para el estudio de las acciones mediadas por la activación del receptor P2X7.
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Figura 9. Efecto de diferentes agonistas nucleotídicos de receptores ionotrópicos sobre la  fosforilación de 
la GSK3. Las neuronas granulares en cultivo se estimularon con varios agonistas nucleotídicos: BzATP 100µΜ, 
de ATP 100µΜ  y 1mM, y αβ-meATP 100µΜ  durante 10 min. De la misma forma se estimularon las células 
en cultivo con BzATP y ATP 100 µM en presencia de la mezcla quelante de  TRIS/EGTA y con BzATP en 
presencia de Adenosina deaminasa (1U/mL). Los valores mostrados en el diagrama de barras  corresponden a la 
media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes, considerándose significativos 
estadísticamente a *p<0.05 , **p<0.01 y ***p<0.001.
La naturaleza ionotrópica de la respuesta del ATP y BzATP quedó demostrada con la 
abolición total de los incrementos de fosforilación observados en la GSK3 al retirar del medio 
el calcio extracelular, por medio de la mezcla quelante de EGTA/Tris. Además, la posible 
interferencia del sistema de receptores de adenosina por la adenosina formada a partir de la 
hidrólisis extracelular de los nucleótidos, fue totalmente descartada, ya que los efectos de 
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los agonistas nucleotídicos sobre la fosforilación de la GSK3 se mantenían en presencia de 
adenosina deaminasa (figura 9).
Como se puede observar en la figura 10A, la fosforilación de la GSK3 inducida por 
BzATP era una respuesta mantenida, ya que el incremento ejercido por el BzATP alcanzaba sus 
niveles máximos a los 5-10 min de estimulación, y seguía manteniéndose elevado en tiempos 
más prolongados de hasta una hora de estimulación. En cuanto a la curva dosis-respuesta 
efectuada con este agonista, se observaron incrementos significativos en la fosforilación de la 
GSK3 con tan sólo concentraciones de 25µM de BzATP, obteniéndose los efectos máximos a 
300µM (figura 10B). El valor de la EC50 obtenido en estos experimentos fue de 20,77 ± 4,28µM, 
lo que está de acuerdo con el rango descrito para un receptor P2X7 de rata (Young y cols., 2007). 
A partir de este momento, en los experimentos realizados posteriormente, se emplearon tiempos 
de estimulación de 10 min y concentraciones de BzATP de 100µM.
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Figura 10. Función tiempo y función concentración de la fosforilación de la GSK3 ejercida por el BzATP 
en neuronas granulares. Las neuronas granulares en cultivo fueron estimuladas con BzATP 100µΜ  a diferentes 
períodos de incubación (A) o a diferentes concentraciones durante 10 minutos (B). Los resultados se normalizaron 
con respecto a la máxima respuesta ejercida por el BzATP. En B) la curva  se ajustó por medio de análisis de 
Boltzmann. Los valores mostrados en el diagrama de barras  corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres 
experimentos independientes de cultivos diferentes. El panel superior muestra un experimento representativo de cada 
condición. Los datos se analizaron por medio del test de Dunnett considerándose  significativos estadísticamente 
a *p<0.05 y **p<0.01.
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1.2.2.- Identificación del receptor P2X7 como responsable de la respuesta inducida 
por el  BzATP sobre la fosforilación de la proteína GSK3 en neuronas granulares.
Para confirmar que el efecto del BzATP sobre la señalización de la GSK3 estaba 
mediado por un receptor tipo P2X7 en neuronas granulares se emplearon varios antagonistas 
de receptores P2X.  Como se muestra en la figura 11A, tanto el antagonista específico para el 
receptor P2X7 de rata, BBG (Jiang et al., 2000), como el antagonista general de receptores 
nucleotídicos, PPADS (Jiang y cols., 2000a) (Hibell y cols., 2001),  fueron capaces de inhibir el 
incremento de fosforilación sobre la GSK3 que se observaba al estimular las células con BzATP. 
En cambio, el TNP-ATP, antagonista que exhibe un valor de IC50 en el rango del nanomolar 
bajo para los receptores P2X1 y P2X3 (Virginio y cols., 1998b), no tuvo ningún efecto sobre 
la respuesta mediada por el BzATP (figura 11A), pudiéndose descartar la posibilidad de que el 
BzATP estuviera actuando a través de los dos receptores anteriormente mencionados. 
Es interesante destacar que aunque los antagonistas BBG y PPADS bloqueaban la 
respuesta de BzATP, se podía observar un ligero incremento de los niveles basales de fosforilación 
de la proteína GSK3 con el uso de ambos antagonistas. Por ello, decidimos recurrir al empleo 
de antagonistas más específicos para el receptor P2X7. Durante la última etapa de realización 
de esta Tesis fueron desarrollados diversos antagonistas selectivos de los que se pudo disponer 
comercialmente (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007), como el A-438079. Este compuesto fue 
testado con el fin de obtener una prueba adicional de la implicación del receptor P2X7 en 
los efectos que estamos describiendo. Como se muestra en la figura 11B, el tratamiento con 
A-438079 también eliminó el incremento inducido por el BzATP sobre la fosforilación de la 
GSK3, sin aumentar de manera significativa los niveles basales, confirmando, por tanto, que el 
receptor que media las acciones efectuadas por el BzATP en neuronas granulares de cerebelo 
de rata, es un receptor P2X7.
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Figura 11.  Efecto de distintos antagonistas nucleotídicos sobre la fosforilación de la GSK3 inducida 
por el BzATP. A) Las neuronas granulares en cultivo fueron estimuladas BzATP 100µΜ  durante 10 min  tras 
una incubación de 5 minutos con diferentes antagonistas: BBG 10µΜ, PPADS 30µΜ y TNP-ATP 2µΜ (A) y 
A-438079 1 y 10µΜ (B). Los valores mostrados corresponden  a la media ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes de diferentes cultivos.  La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia los valores control en cada caso, y con # cuando se comparó los tratamientos con los antagonistas con 
las células no estimuladas.
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1.2.3.-  Mecanismo de señalización del BzATP en neuronas granulares.
Siguiendo la línea de investigación llevada a cabo en el apartado de los receptores 
metabotrópicos, el siguiente paso fue analizar qué cascada de señales era la que estaba implicada 
en la fosforilación de la GSK3 activada por BzATP. Teniendo en cuenta que la señal del 
BzATP era dependiente del calcio extracelular, nuestra primera elección fue analizar proteínas 
dependientes de calcio, como la calcio calmodulina kinasa II (CaMKII) y la proteína PKC. 
Con este fin utilizamos en primer lugar el inhibidor de la CaMKII, KN62, que aunque ha sido 
descrito como antagonista para el receptor P2X7 en humano y ratón (Humphreys y cols., 1998), 
no posee estas cualidades en el caso de la rata. Los niveles basales de fosforilación de la proteína 
GSK3 se vieron reducidos en presencia de este inhibidor, aunque el efecto neto del BzATP 
sobre la GSK3 no se vio alterado en absoluto, sugiriendo que la CaMKII no está implicada en el 
mecanismo de señalización que conduce desde el BzATP hacia la proteína GSK3 (figura 12A). 
Resultado diferente se obtuvo, en cambio, al estimular las células en presencia del  inhibidor 
de PKCs, GF-I, que bloqueó complemente la fosforilación de la GSK3 ejercida por el BzATP, 
demostrando que esta proteína es un paso clave en la señalización activada por el receptor P2X7 
(figura 12A). 
El GF-I, a la concentración empleada, inhibe varios tipos de PKCs, tanto las dependientes 
de calcio como las PKCs atípicas. Para discriminar bien entre ambos subtipos, se empleó un 
inhibidor más específico de las PKCs dependientes de calcio, el Gö-6976, que presenta un valor 
de IC50 en el rango nM para las PKCs clásicas o convencionales. Como era de esperar, este 
compuesto tuvo el mismo efecto sobre las respuestas de BzATP que el inhibidor general GF-I. 
Esto unido al hecho de que el éster de forbol PDBu reprodujera niveles de fosforilación de la 
GSK3 similares a los obtenidos con el BzATP, y la ausencia de efecto del ester de forbol inactivo 
αPDD, confirma que en la cascada de señalización mediada por el BzATP está implicada una 
PKC dependiente de calcio (figura 12A).
A continuación se estudió la posible contribución de otras quinasas que podrían estar 
“upstream”/ por delante de la proteína GSK3. El inhibidor de las src-tirosina quinasas, el PP-
2, redujo significativamente los niveles basales de la fosforilación de GSK3, pero no supuso 
alteración alguna del incremento ejercido por el BzATP. En cambio, el inhibidor de las MAP 
quinasas, el U-0126, incrementó por sí mismo los niveles basales de fosforilación de la GSK3 
hasta valores que no fue capaz de superar el BzATP, de forma parecida a lo que se había observado 
para el agonista metabotrópico 2MeSADP (figura 12A). Este incremento en la fosforilación de 
la vía PI3K/Akt cuando las ERK están inhibidas ya se había descrito anteriormente en neuronas 
granulares. Por lo tanto, una posible participación o interacción entre las MAP quinasas y la 
GSK3 no puede ser descartada en vista de los resultados obtenidos en estos experimentos.
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Figura 12. Efecto de varios inhibidores de las vías de señalización sobre la fosforilación de GSK3inducida 
por el BzATP en neuronas granulares de cerebelo. A) y B) Las neuronas granulares en cultivo se sometieron 
a 20 min de incubación con los inhibidores: KN-62 10µΜ,  GF-I 1µΜ, PP-2 1µΜ, U-0126 10µΜ, LY-294002 
50µΜ, y wortmanina 1µΜ. Manteniéndose los inhibidores durante la estimulación con BzATP 100µΜ e IGF-I 
50ng/ml  durante 10 minutos.  También se estimularon las células con PDBU y αPDD (200nM). C) Se evaluaron 
los incrementos de fosforilación de la proteína Akt tras estimular las células durante 10 min con BzATP 100µΜ 
e IGF-I 50ng/ml.  Los histogramas muestran el porcentaje de incremento de fosforilación con respecto a las 
células no estimuladas (100% valor control) y se obtuvieron normalizando los valores densitométricos de las 
fosfo-proteínas con respecto a los valores totales. Los valores mostrados en el diagrama de barras  corresponden a 
la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes. La significación estadística 
se indica mediante * cuando se tomó como referencia los valores control en cada caso, y con # cuando se comparó 
los tratamientos con los inhibidores con las células no estimuladas.
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Como ya hemos comentado anteriormente la vía de señalización principal que conduce 
a la fosforilación de la GSK3 es la mediada por el eje PI3K/Akt. Para comprobar si existía 
implicación de este sistema en nuestro caso, se utilizaron dos inhibidores específicos de la PI3K, 
el LY-294002 y la wortmanina. Como se muestra en la figura 12B  ambos inhibidores, usados a 
concentraciones en las que específicamente inhiben la PI3K en neuronas granulares (D’Mello 
y cols., 1997) (Miller y cols., 1997), no  supusieron modificación alguna en el efecto neto 
mediado por el BzATP. De acuerdo con esto, el BzATP tampoco tuvo efecto en la fosforilación 
y activación de la proteína Akt (figura 12C), etapa inmediatamente posterior a la PI3K y que se 
activa por ella. De nuevo, como control positivo de la activación de esta vía se empleó el IGF-I, 
que sí incrementó de forma muy significativa, como era esperado, los niveles de fosforilación 
tanto de la GSK3 como de la Akt, siendo su efecto totalmente sensible a los dos inhibidores 
de la PI3K, confirmando que esta vía es la ruta principal utilizada por los factores tróficos para 
mediar sus acciones en las neuronas granulares de cerebelo de rata.
Todos estos resultados indican que el BzATP, estimulando un receptor P2X7, utilizaría 
una vía alternativa dependiente de PKC para mediar la fosforilación de la GSK3, mientras que 
la vía más caracterizada para inhibir la GSK3, la PI3K/Akt, quedaría en este caso al margen.
1.2.4.- Efecto protector del BzATP frente a la apoptosis inducida por la inhibición 
de la PI3K en neuronas granulares.
De los resultados mostrados en el apartado anterior, es importante destacar el hecho de 
que el BzATP sea capaz de fosforilar en sus residuos de serina a la proteína GSK3 a través de una 
ruta de señalización diferente a la usada por los factores tróficos. En esta vía alternativa participan 
activamente las PKCs, mientras que no interviene en el eje PI3K/Akt, lo que nos aportó la idea 
de la posible ventaja que supondría para las células la estimulación con BzATP en episodios en 
los que las vías normalmente activadas por los factores tróficos se encuentran comprometidas. 
En este sentido, está bien documentado el hecho de que la inhibición farmacológica de la PI3K, 
que simula estas condiciones de ausencia de señalización trófica, induce la muerte celular por 
apoptosis en las neuronas granulares (D’Mello y cols., 1997) (Miller y cols., 1997). Con esta 
información previa, utilizamos el inhibidor específico de la PI3K, el LY-294002, para inducir 
apoptosis en las neuronas granulares e investigar si derivaban efectos protectores para las células 
como consecuencia de la estimulación con BzATP.
Como se puede observar en la figura 13, en nuestras condiciones de cultivo, el 
tratamiento durante 24 horas con LY-294002 indujo muerte neuronal de manera dependiente 
de la concentración del inhibidor. El porcentaje de supervivencia fue estimado mediante el 
ensayo del MTT, como se describe en el apartado de Materiales y Métodos 2.8.2. Está descrito 
que el aumento de muerte neuronal que induce el LY-294002 a medida que se aumenta su 
concentración en el tratamiento, coincide perfectamente con el grado de inhibición que ejerce 
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sobre la actividad PI3K en neuronas granulares (D’Mello y cols., 1997) (Miller y cols., 1997). 
La estimulación previa con el BzATP fue capaz de prevenir parcialmente la muerte celular e 
incrementar la supervivencia en un porcentaje de 35 ± 5 % en todas las concentraciones a las 
que el LY-294002 fue utilizado. Teniendo en cuenta que estos experimentos de valoración de la 
supervivencia fueron realizados en medio de cultivo completo, se necesitaron concentraciones 
de 300µM de BzATP para obtener resultados más reproducibles. Como información adicional, 
se ha de indicar que no fueron necesarios largos  períodos de incubación previa con el BzATP, 
ya que la magnitud del efecto neuroprotector no variaba cuando se realizan preincubaciones 
largas de 1 – 2 horas y cuando el agonista se añadía al mismo tiempo que el inhibidor de la 
PI3K. Por tanto, se estimó que una preincubación de 10 min con BzATP era suficiente para 
obtener resultados fiables en los siguientes experimentos.
Para comprobar la especificidad del efecto del LY-294002 en la inhibición de la actividad 
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Figura 13. Efecto del tratamiento con el inhibidor de la PI3K, el LY-294002 en la supervivencia de las 
neuronas granulares. Efecto neuroprotector del BzATP. Las neuronas granulares mantenidas en medio de 
cultivo completo fueron tratadas con BzATP 300µΜ  ó IGF-I 50ng/mL durante 10 min y seguidamente se añadió 
el inhibidor LY-294002 a concentraciones de 30, 50 y 75 µΜ. Estos experimentos se realizaron rutinariamente en 
presencia de adenosina deaminasa (1U/mL).Los diagramas de barras muestran los porcentajes de supervivencia 
con respecto al control en medio completo (Control+) La viabilidad celular se evaluó 24 horas después por medio 
del ensayo del MTT como se describe en Materiales y Métodos (apartado 2.8.2). Los valores mostrados en el 
diagrama de barras  corresponden a la media ± SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos 
diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia las células no tratadas, 
y con # cuando cada tratamiento con LY-294002 fue comparado en presencia o ausencia de BzATP o IGF-I
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de PI3K se utilizó el IGF-I. Como era esperable, no se observó efecto protector alguno de este 
factor,  ya que el IGF-I ejerce sus acciones neuroprotectoras a traves de la vía de señalización 
PI3K/Akt en las neuronas granulares. (D'Mello y cols., 1997) (Subramaniam y cols., 2005); 
(Yamagishi y cols., 2003).
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Figura 14. Experimentos de TUNEL para evaluar el nivel de apoptosis en las neuronas granulares 
de cerebelo tras la inhibición de la PI3K. Rescate por BzATP. Las neuronas granulares mantenidas 
en medio de cultivo completo fueron tratadas durante 5 min en presencia o ausencia de los antagonistas 
(BBG 10µM y PPADS 30µM), seguidamente las células fueron estimuladas durante 10 min con BzATP 
a 300µM antes de añadir al medio LY-294002 50µM. 24 horas después del tratamiento se llevó a cabo 
la cuantificación de los núcleos apoptóticos por medio de la reacción de TUNEL como se describe 
en Materiales y Métodos (apartado 2.8.3). A) Imágenes de inmunofluorescencia de tinción con DAPI 
(izquierda) y tinción por TUNEL (derecha), obtenidas del mismo campo de neuronas granulares. La 
tinción con DAPI se empleó  tanto para cuantificar el número total de núcleos en cada campo, como 
para realizar un seguimiento de la condensación y fragmentación de la cromatina que está asociada a 
los cambios morfológicos que se producen en el núcleo durante la apoptosis. Estos núcleos alterados 
morfológicamente se correspondían perfectamente con los marcados positivamente por la reacción de 
TUNEL (B). Los histogramas representan el porcentaje de células marcadas positivamente por túnel 
con respecto al número total de células marcadas con DAPI. Los valores mostrados corresponden a la 
media ± SEM de tres experimentos independientes de distintos cultivos. Los datos se analizaron por 
medio de los  test de Dunnett y Tukey  considerándose estadísticamente significativos a ***p<0.001 y 
**p<0.01 cuando se tomó como referencia las células no tratadas, y a ###p<0.001 cuando se tomó como 
referencia el efecto protector del BzATP.
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Con los resultados obtenidos hasta este momento se comprobó que el BzATP era capaz 
de incrementar la supervivencia celular de las neuronas granulares cuando la vía de la PI3K 
estaba inactiva. Para demostrar la naturaleza apoptótica de la muerte neuronal se llevaron a 
cabo experimentos de marcaje de TUNEL, en los que se evaluó el marcaje “in situ” de la 
fragmentación del DNA que acompaña a la apoptosis. En la figura 14 se muestra cómo el 
porcentaje de células marcadas positivamente como apoptóticas en los experimentos de TUNEL 
se incrementaron más de dos veces con respecto al control cuando el cultivo fue tratado con LY-
294002 50µM durante 24 horas. El número de células apoptóticas disminuyó alrededor de un 
30% cuando las células fueron estimuladas con BzATP. Es importante indicar que la estimación 
de los niveles de supervivencia obtenidos en estos experimentos de TUNEL fueron semejantes 
a los obtenidos en los experimentos realizados mediante el ensayo del MTT, confirmando la 
especificad y validez de la medida de la muerte neuronal en ambos ensayos.
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Figura 15. Efecto de diferentes tratamientos en la neuroprotección ejercida por el BzATP ante la inhibición 
de la PI3K con LY-294002. A) Las neuronas granulares mantenidas en medio de cultivo completo fueron 
estimuladas con BzATP  300µΜ (en presencia y ausencia de BBG 10µM, A-438079 1µM y PPADS 30µM durante 
5 min de preincubación),  αβ-meATP 100µM y  ATP 100µM, 300µM y 1mM antes de que se añadiera al medio 
LY-294002 50µM. La viabilidad celular se evaluó 24 horas después por medio del ensayo del MTT como se 
describe en Materiales y Métodos (apartado2.8.2). Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de tres 
experimentos independientes de distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * cuando se 
tomó como referencia los niveles correspondientes al tratamiento con LY-294002, y con # cuando cada tratamiento 
con los antagonistas fue comparado con el de BzATP.
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El efecto neuroprotector ejercido por el BzATP se perdió cuando las células fueron 
pretratadas con BBG, PPADS y A-438079, antagonistas del receptor P2X7, demostrando la 
implicación de dicho receptor en el efecto protector del BzATP (figuras 14 y 15).  Es importante 
subrayar el hecho de que los antagonistas empleados no causaron por sí mismos efectos tóxicos 
sobre las neuronas granulares ni tampoco potenciaron la muerte inducida por el LY-294002, 
luego todo su efecto se debió exclusivamente al bloqueo ejercido sobre el receptor nucleotídico 
P2X7. Igualmente importante es el hecho de que ningún otro agonista nucleotídico fuera capaz de 
reproducir los efectos neuroprotectores del BzATP. Tanto el ATP como el α,β-meATP, que como 
indicamos anteriormente inducían incrementos significativos en los niveles de fosforilación de 
la GSK3, no lograron en cambio, rescatar de la muerte celular ocasionada por el inhibidor de 
la PI3K. Sin embargo, el ATP a concentraciones elevadas de 3mM sí reprodujo los efectos del 
BzATP, lo que en conjunto confirma que los efectos protectores del BzATP se producen a través 
de la activación de un receptor tipo P2X7 (figura 15).
El efecto protector del BzATP se perdía cuando el cultivo de las neuronas granulares se 
mantenía durante períodos de tiempo más prolongados, hasta 13 o 14 DIV (datos no mostrados). 
Estos datos coincidían con una disminución de la expresión del receptor P2X7 en estas etapas 
más maduras de cultivo. En cambio, el patrón de expresión de otras subunidades P2X, como 
P2X1, P2X3 y P2X4, no variaba de manera significativa durante el tiempo de cultivo (figura 16). 
Estos datos confirman una vez más que el receptor P2X7 es el responsable de la neuroprotección 
mediada por el BzATP 
P2X7
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50KDa
50KDa
60KDa
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A) B)
Figura 16. Expresión del receptor P2X7 en neuronas granulares de cerebelo. A) Experimentos de expresión 
de los principales receptores P2X por medio de Western Blot. Los extractos celulares fueron recogidos a 4, 7, 9 y 
14 DIV y se realizaron experimentos de inmunotransferencia para los receptores P2X7 extracelular (1:200), P2X1 
(1:200) y P2X4 (1:200) según lo descrito en Material y Métodos (apartado 2.4). Las bandas obtenidas muestran 
un tamaño 50 KDa para el P2X7 extra y P2X1 y de alrededor de 60 KDa para el P2X4, respectivamente, lo que 
encaja con lo descrito para estos receptores. B) Expresión del receptor P2X7 por inmunocitoquímica. Las neuronas 
granulares sobre cubreobjetos de vidrio tratadas con poli-L-lisina, se fijaron con solución de paraformaldehido al 
4%. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo específico para el P2X7 (1:200), y se revelaron con anticuerpos 
secundarios marcados con Cy3.
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1.2.5.- Vías de señalización implicadas en el efecto protector del BzATP. Papel de 
la GSK3.
En los siguientes experimentos se analizó la vía de señalización implicada en el 
efecto neuroprotector del BzATP, estudiando el efecto de distintas proteínas de transducción 
de señales. Como observamos en la figura 17, y en línea con lo observado con respecto a la 
fosforilación de la GSK3, el efecto sobre la supervivencia mediado por el BzATP sólo se anuló 
completamente cuando las células fueron pretratadas con el inhibidor de las PKCs, GF-I. El 
resto de inhibidores de proteínas de señalización utilizados, el KN-62, el PP-2 y el U-0126, 
para la CaMKII, src-tyrosina quinasas y las proteínas ERK1/2, respectivamente, no afectaron a 
la acción neuroprotectora del BzATP, ni tuvieron ningún efecto sobre la supervivencia celular 
por sí mismos. Cuando se utilizó el inhibidor específico de la GSK3, el SB-216763, el rescate 
de la muerte neuronal fue casi completo, lo que indicaba que el efecto neuroprotector mediado 
por el BzATP frente a la apoptosis inducida por la inhibición de la PI3K en neuronas granulares, 
podría estar producido por su acción sobre la actividad de la GSK3.
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Figura 17. Efecto de diferentes tratamientos en la neuroprotección ejercida por el BzATP ante la inhibición 
de la PI3K con LY-294002. Las células en medio de cultivo completo se pretrataron durante 30 min con los 
siguientes inhibidores de tranSEMucción de señales: GF-I 1µΜ, U-0126 10µΜ, KN-62 11µΜ y PP-2 10µΜ. 
Posteriormente se estimuló con  BzATP 300µM durante 10 min antes de añadir  LY-294002 50µΜ.  Cuando 
se empleó SB-216763 (inhibidor específico de la GSK3), el medio de cultivo fue sustituido por medio con una 
concentración de B-27 del  1% al que se añadió el inhibidor a una concentración de 3µM durante una hora antes de 
añadir el LY-294002. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes 
de distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia los niveles 
correspondientes al tratamiento con LY-294002, y con # cuando cada tratamiento  con los antagonistas fue 
comparado con el de BzATP.
151
Resultados
Para confirmar el mecanismo de neuroprotección del BzATP se realizaron análisis sobre 
las principales proteínas implicadas en las vías de supervivencia para averiguar cuáles se veían 
activadas o inhibidas durante la inhibición de la PI3K. Como se muestra en la figura 18 A1 y B, 
el tratamiento con distintas concentraciones del inhibidor LY-294002 incrementó el niveles de 
fosforilación de las proteínas ERK1/2, indicativo de su activación. Estos niveles no sufrieron 
variaciones significativas cuando las células fueron estimuladas con BzATP, descartando la 
implicación de las ERK1/2 en la protección ejercida por el nucleótido. También fue descartada, 
como era esperado, la proteína Akt, ya que el LY-294002 indujo una dramática defosforilación, y 
por lo tanto inactivación de esta proteína, efecto que no se vio modificado tampoco en presencia 
del BzATP (figura 18 A1 y C). 
Sí se produjeron variaciones, en cambio, con respecto al estado fosforilado de la 
proteína GSK3. De acuerdo con esto, el LY-294002 indujo una defosforilación significativa 
de la GSK3 que era parcialmente revertida por el tratamiento con el BzATP (figura 18 A1, 
D). Esta prevención fue menor cuando las células se trataron con concentraciones de 75 µΜ 
del LY-294002, probablemente porque a estas concentraciones, el inhibidor estuviera actuando 
ya sobre otras quinasas. En medio de cultivo completo, que son las condiciones en las que se 
realizan estos experimentos, los niveles de fosforilación basal de la GSK3 son muy elevados 
(figura 18 A2). La asociación del efecto del BzATP a la prevención de la muerte apoptótica 
fue confirmada por medio de la evaluación de los niveles de uno de los principales efectores 
apoptóticos neuronales, el fragmento activo de la caspasa-3 (Linseman y cols., 2004). Estos 
niveles aumentaron drásticamente tras el tratamiento con el LY-294002, siendo mucho mayor su 
incremento, a medida que se incrementaba la concentración del inhibidor, y fueron prevenidos 
de manera significativa con el tratamiento con BzATP (figura 18 A1, E). Estos resultados en 
conjunto indicaban que la GSK3 podía ser la diana del BzATP en su efecto protector. 
Como hemos mencionado anteriormente, el incremento de fosforilación en los residuos 
de serina 21/9 de la GSK3 es un efecto indicativo de la inhibición de su actividad catalítica, y la 
actividad de la GSK3 en neuronas ha de estar finamente regulada para mantener la supervivencia 
neuronal. De acuerdo con esto, la defosforilación de la GSK3 inducida por el LY-294002 estaría 
implicando una sobreactivación de  la GSK3 que sería en parte responsable de la muerte celular. 
Y el BzATP al prevenir dicha fosforilación, estaría manteniendo un cierto grado de inhibición 
de la GSK3. 
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Figura 18. Efecto de la inhibición de la PI3K en los niveles de fosforilación de la ERK-1/2, Akt, GSK3  y 
en la activación de la caspasa-3.  Las neuronas  granulares mantenidas en medio de cultivo completo fueron 
estimuladas con BzATP 300µM durante 10 min y seguidamente se añadió el LY-294002 50µΜ. Los extractos 
celulares se recogieron 6 horas después de añadir el inhibidor y se analizó por inmunotransferencia , los niveles 
de la ERK-1/2 (B), Akt (C), GSK3 (D), además de la presencia de niveles detectables de el fragmento activo 
de 17 KDa de la Caspasa-3 (E). A2) Comparación de los niveles basales de fosforilación de la GSK3, cuando 
los experimentos se llevan a cabo en medio completo, tal y como se realizan los ensayos de viabilidad (C +), 
y cuando se realizan en solución Locke (C), que corresponden a los experimentos de señalización previos. Los 
valores mostrados corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes de distintos cultivos. La 
significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia los niveles correspondientes a las 
células control no estimuladas, y con # cuando cada concentración con LY-294002 fue comparado en presencia o 
ausencia de BzATP.
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El nivel de activación de la proteína GSK3 se evaluó midiendo el estado de fosforilación 
de esta proteína y  de uno de sus sustratos mejor conocidos en neuronas, la proteína Tau, cuyo 
residuo de Ser393 es fosforilado específicamente por la GSK3 (Bennecib y cols., 2000). Estos 
experimentos se llevaron a cabo a distintos tiempos de tratamiento con 50µM del inhibidor LY-
294002 (figura 19 A,B). 
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Figura 19. Efecto de la inhibición de la PI3K sobre los niveles de fosforilación de GSK3 y Tau en función 
del tiempo, y sobre la actividad catalítica de la GSK3. A) Las neuronas granulares de cerebelo mantenidas 
en medio de cultivo completo se estimularon, en presencia y ausencia de BzATP 300µM  durante 10 min antes 
de añadir el LY-294002 a una concentración de 50µM. Los extractos celulares fueron recogidos a diferentes 
tiempos de tratamiento con el LY-294002 y se analizaron, los niveles de fosforilación de la proteína GSK3 (A) 
y de fosforilación de Tau, en su residuo de Ser396 (B). Los histogramas muestran los porcentajes de variación 
con respecto a las células no estimuladas (100% valor control), y fueron obtenidas por medio de la normalización 
de los valores densitométricos de las fosfoproteínas GSK3, y Tau con respecto a los obtenidos de la β-tubulina, 
empleada como control de carga. (C) Las neuronas granulares en cultivo fueron estimuladas con BzATP 100µM 
durante 10 minutos. Los extractos celulares obtenidos se sometieron a una reacción de fosforilación con el péptido 
GS-1, como se describe en  Material y Métodos (apartado 2.7). Los valores mostrados corresponden a la media ± 
SEM de tres experimentos independientes de distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * 
cuando se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas, y con # cuando 
cada tiempo de incubación con LY-294002 fue comparado en presencia o ausencia de BzATP.
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Paralelamente a la defosforilación de la GSK3 que se observaba tras el tratamiento con 
el inhibidor LY-294002, ya detectable a partir de las 3 primeras horas de incubación, se observó 
un aumento de la fosforilación de la proteína Tau, lo que indicaba un aumento de la actividad 
de la GSK3 sobre ella. Mientras que en presencia del BzATP se observaba una recuperación 
parcial de los niveles de fosforilación de la GSK3 y una disminución de la fosforilación sobre 
Tau a cualquiera de los tiempos ensayados. 
Además de mediante ensayos indirectos, se midió la actividad quinasa de la GSK3 sobre 
el péptido sintético GS-1, de igual manera que se había realizado para el agonista metabotrópico 
2MeSADP (apartado 1.1.4.1). Como muestra la figura 19 C la actividad de la proteína GSK3 se 
redujo significativamente cuando las células fueron estimuladas con BzATP, pasando de 631,4 
± 37,3 pmolP/mg/min en el caso de las células control a 405,6 ± 16 pmolP/mg/min en presencia 
del agonista nucleotídico. 
Todos estos datos en conjunto confirman que los efectos antiapoptóticos del BzATP 
están relacionados con su capacidad para mantener inhibida la actividad catalítica de la GSK3. 
(Figuras 18 y 19).
Finalmente, también se evaluaron las variaciones de los niveles del fragmento activo de la 
caspasa-3 a lo largo del tiempo en presencia y ausencia del BzATP para confirmar su asociación 
a la prevención de la apoptosis. Como podemos ver en la figura 20 los niveles del fragmento 
de 17 KDa de la caspasa-3 fueron detectables tras 3 horas de tratamiento con el LY-294002, 
incrementándose dramáticamente tras 6 y 8 horas. Según se esperaba, estos incrementos fueron 
significativamente prevenidos cuando las células se estimularon con el agonista nucleotídico 
del receptor P2X7, el BzATP.
Los resultados obtenidos con el BzATP en las neuronas granulares de cerebelo indican 
que este agonista nucleotídico está activando un receptor tipo P2X7, que está acoplado a la 
fosforilación e inhibición de la proteína GSK3 a través de una ruta dependiente de PKC. Este 
mecanismo de señalización parece constituir una vía de supervivencia alternativa cuando la vía 
de la PI3K/Akt se encuentra comprometida, demostrando que los nucleótidos también pueden 
ser señales relevantes en el mantenimiento y supervivencia neuronal. 
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Figura 20. Efecto de la inhibición de la PI3K sobre los niveles de caspasa-3 activa. Las neuronas granulares 
de cerebelo mantenidas en medio de cultivo completo se estimularon, en presencia y ausencia de BzATP 300µM 
durante 10 min antes de añadir el LY-294002 a una concentración de 50µM. Los extractos celulares fueron recogidos 
a diferentes tiempos de tratamiento con el LY-294002 y se analizó por medio de inmunotransferencia, la presencia 
o ausencia del fragmento activo de 17 KDa de la caspasa-3. Los histogramas muestran los porcentajes de variación 
con respecto a las células no estimuladas (100% valor control), y fueron obtenidas por medio de la normalización 
de los valores densitométricos  de la caspasa-3 con respecto a los obtenidos de la β-tubulina, empleada como 
control de carga. Los valores mostrados valores mostrados en el diagrama de barras  corresponden a la media ± 
SEM de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos diferentes. Los datos se analizaron por medio de 
los  test de Dunnett y Tukey  considerándose estadísticamente significativos a ***p<0.001 y *p<0.05 cuando se 
tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas, y a ###p<0.001,  ##p<0.01 
ycuando se compararon entre sí cada tiempo de incubación de LY-294002 en ausencia y presencia de BzATP.
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2.- ESTUDIOS DE SINERGISMO ENTRE LA SEÑALIZACIÓN MEDIADA 
POR EL BZATP Y LA MEDIADA POR EL NMDA Y BDNF EN NEURONAS 
GRANULARES.
Como hemos observado en el apartado anterior de resultados, el efecto de protección 
del BzATP en las neuronas granulares, se debe a su capacidad de mantener inhibida la GSK3 
cuando se anula la vía principal de supervivencia mediada por la PI3K/Akt. Además del BzATP, 
nos preguntamos si otros factores con conocidas acciones neuroprotectores en las neuronas 
granulares, como el NMDA, IGF-I o el BDNF, podrían mediar acciones similares a las descritas 
para el BzATP relacionadas con la señalización mediada por la GSK3 (Lafon-Cazal y cols., 
2002) (Yamagishi y cols., 2003) (Zhang y cols., 1998) (Hetman y cols., 1999). Además, 
teniendo en cuenta que el incremento de supervivencia obtenido con el BzATP era parcial, nos 
llevó a pensar en la posibilidad de que el BzATP pudiera actuar de forma sinérgica con estos y 
potenciar los efectos protectores.
Ya habíamos comprobado en el apartado 1.2.4. que el IGF-I no era capaz de rescatar 
de la muerte inducida por el inhibidor de la PI3K, LY-294002, ya que su señalización está 
principalmente mediada por la vía PI3K-Akt (Subramaniam y cols., 2003), y por tanto nos 
servía de control negativo.  Por ello, a continuación, nos centramos en el estudio del posible 
efecto protector del NMDA y del BDNF. 
 
2.1.- Efecto sinérgico del BzATP con el NMDA y BDNF en la protección frente a la 
apoptosis inducida por la inhibición de la PI3K en neuronas granulares.
Las neuronas granulares en cultivo, fueron estimuladas en presencia de BzATP y NMDA 
a distintas concentraciones. Tras la realización de estas estimulaciones se añadió el inhibidor de 
la PI3K, LY294002 y tras 24 horas de incubación se llevó a cabo la medida de la supervivencia 
neuronal por medio del ensayo del MTT. Como se muestra en la figura 21, el NMDA fue 
capaz de proteger frente a la muerte por la inhibición de la PI3K a concentraciones por encima 
de 50µM. El BzATP potenció el efecto protector del NMDA a todas las concentraciones de 
NMDA ensayadas, siendo menos evidente su efecto a la concentración mayor de 100µM. Para 
comprobar la especificidad del efecto del NMDA, se utilizó el antagonista de receptores de 
glutamato de tipo NMDA, el MK-801. (figura 21). 
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Figura 21.- Sinergismo ejercido entre el BzATP y el NMDA en la neuroprotección frente al la inhibición 
farmacológica de la PI3K. Las neuronas granulares de cerebelo mantenidas en medio completo fueron estimuladas 
con BzATP a concentraciones de 100 y 300µM en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de NMDA 
de 10, 50 y 100µM, durante 10 min. También se realizaron estimulaciones con BzATP 300µM y NMDA 50µM 
tras la incubación de las células durante 10 min con el antagonista MK-801 1µM. Tras estas estimulaciones se 
añadió el inhibidor LY-294002 a una concentración de 50µM. Estos experimentos se realizaron rutinariamente 
en presencia de adenosina deaminasa (1U/mL). La viabilidad celular se evaluó 24 horas después por medio del 
ensayo de MTT. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes de 
distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia los niveles de 
supervivencia tras el tratamiento con LY-294002, y con # cuando se comparó cada tratamiento con las distintas 
concentraciones de NMDA en presencia o ausencia de BzATP.
Estudios semejantes se llevaron a cabo estimulando las neuronas granulares con BDNF a 
distintas concentraciones, en presencia y ausencia de BzATP. El BDNF también tenía un efecto 
protector frente a la muerte por la inhibición de la PI3K, que era patente por encima de una 
concentración de 5ng/ml. Además, el incremento en los niveles de supervivencia se potenció 
cuando la estimulación se realizó en combinación con el BzATP (figura 22). Asimismo, se 
realizaron experimentos en presencia del inhibidor del receptor TrkB de BDNF, el K-252a. Este 
compuesto bloqueó completamente el efecto protector del BDNF, pero no el del BzATP, que 
siguió manteniendo su efecto neto, indicando que la protección ejercida por el BzATP no se 
produce a través de la transactivación del receptor TrKB. 
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Figura 22.- Sinergismo entre el BzATP y el BDNF en la neuroprotección frente al la inhibición farmacológica 
de la PI3K. Las neuronas granulares de cerebelo mantenidas en medio de cultivo completo fueron estimuladas 
con BzATP a concentraciones de 100 y 300µM en presencia o ausencia de concentraciones de BDNF de 0.5, 5 
y 50ng/mL, durante 10 min. También se realizaron estimulaciones con BzATP 300µΜ  y BDNF 5ng/mL tras la 
incubación de las células durante 20 min con el inhibidor K252a 200nM. Tras estas estimulaciones se añadió el 
inhibidor LY-294002 a una concentración de 50µM y la viabilidad celular se evaluó 24 horas después por medio 
del ensayo de MTT. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes 
de distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia los niveles 
de supervivencia tras el tratamiento con LY-294002, y con # cuando se comparó cada tratamiento con las distintas 
concentraciones de BDNF en presencia o ausencia de BzATP.
2.2.- Vías de señalización implicadas en la neuroprotección mediada por el NMDA 
y el BDNF.
Con el fin de elucidar las vías responsables en la protección del NMDA y BDNF, se 
llevaron a cabo experimentos de viabilidad en presencia de los inhibidores de las proteínas de 
las principales vías de señalización potencialmente implicadas, como la vía de la PKC/GSK3, 
que era la activada por el BzATP, o la vía de las MAPK. 
De la misma manera que se había observado para el BzATP, el efecto neuroprotector del 
NMDA sólo se anuló completamente en presencia de los inhibidores de las PKCs, GF-I y Gö6976, 
inhibidores de las PKCs o de únicamente las PKCs dependientes de calcio, respectivamente, 
mientras que no se vio afectado por el inhibidor de las MAPK, el U-0126 (figura 23). El BDNF, 
en cambio, veía bloqueados sus efectos neuroprotectores en presencia tanto de los inhibidores 
de las PKCs como del inhibidor de las MAPK (figura 23). Esto pone de manifiesto una vez más, 
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que el NMDA y el BzATP protegen a las neuronas granulares por una misma vía de señalización 
dependiente de PKC, mientras que en el caso de la protección mediada por el BDNF, estarían 
implicadas, además de las PKCs, otras vías de señalización alternativas, como las ERK. 
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Figura 23. Efecto de diferentes tratamientos en la neuroprotección ejercida por el BzATP, NMDA y BDNF 
frente la inhibición de la PI3K. Las neuronas granulares, en presencia y ausencia de los inhibidores Gö6976 
200nM y U-0126 10µM, tras este pretratamiento se estimularon durante 10 min con BzATP 300µM, NMDA 
50µΜ y 50ng/mL de BDNF  antes de añadir el inhibidor de la PI3K, el LY-294002 50µM. La viabilidad celular se 
evaluó 24 horas después por medio del ensayo de MTT. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de 
tres experimentos independientes de distintos cultivos. La significación estadística se indica mediante * cuando se 
tomó como referencia los niveles de supervivencia tras el tratamiento con LY-294002.
Teniendo en cuenta que la inhibición de la proteína GSK3 estaba implicada en el 
efecto protector mediado por el BzATP (apartado 1.2.5.), se llevaron a cabo experimentos 
para determinar si ocurría lo mismo con el NMDA y BDNF. Como era de esperar, los dos 
factores fueron capaces de revertir la defosforilación de la GSK3 producida por el tratamiento 
prolongado con el inhibidor de la PI3K, LY-294002, observándose un ligero aumento en el 
grado de fosforilación de esta proteína cuando se había coestimulado con BzATP+NMDA, pero 
no con BzATP+BDNF (figura 24B). Cuando se analizó el efecto de estos agonistas sobre las 
proteínas ERK1/2, se observó que el BDNF era el único que incrementaba significativamente 
los niveles de fosforilación de estas proteínas, indicando que las ERK1/2 podrían estar jugando 
un papel muy importante en la señalización y protección mediada por el BDNF (figura 24C). 
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Figura 24.  Análisis del efecto de la inhibición de la PI3K en los niveles de fosforilación de la GSK3, ERK-1/2, 
y en la activación de la caspasa-3 en presencia de BzATP, NMDA y BDNF. Las células granulares de cerebelo 
en medio de cultivo completo se estimularon durante 10 min con BzATP 300µM NMDA 50µΜ y BDNF 50ng/
mL, tras los cuales se trataron con LY-294002 50µM. Los extractos celulares se recogieron 6 horas después y se 
analizaron por inmunotransferencia, los niveles de fosforilación de  la GSK3 (B)  y de las ERK-1/2 (C), además 
de la presencia de niveles detectables del fragmento activo de 17 KDa de la Caspasa-3 (D) como se describe en 
Materiales y Métodos (apartado 2.4). Los histogramas muestran los porcentajes de variación con respecto a las 
células no estimuladas (100% valor control), y fueron obtenidas por medio de la normalización de los valores 
densitométricos de las fosfoproteínas GSK-3, Akt y ERK-1,2 y de la caspasa-3, con respecto a los obtenidos de la 
β-tubulina, empleada como control de carga. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos 
tres experimentos independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * 
cuando se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas, y con # cuando 
se comparó entre sí cada tratamiento con  LY-294002 en ausencia y presencia de los agonistas.
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Estos datos, en conjunto, indicarían que tanto el BzATP como el NMDA protegen de la 
inhibición farmacológica de la PI3K, previniendo la defosforilación y consiguiente activación 
de la GSK3 por una vía dependiente de PKC. En el efecto protector del BDNF, además de la 
GSK3, intervendrían de manera muy activa las proteínas ERK1/2.
Por último, se realizaron medidas de los niveles de caspasa-3 activa, para evaluar la 
activación de la apoptosis. En este caso y de igual manera a lo observado para el BzATP, 
el NMDA y el BDNF redujeron significativamente los niveles del fragmento activo de la 
caspasa-3, inducidos por el tratamiento con LY29400. Además, y en consecuencia con lo que se 
había observado en los experimentos de viabilidad, esta reducción  se vio potenciada cuando el 
BzATP se combinaba tanto con el NMDA como con el BDNF (figura 24D). 
2.3 Sinergismo del BzATP y el NMDA en la fosforilación de la GSK3. 
Según lo indicado hasta ahora el BzATP y NMDA cooperan en el efecto protector y 
esto está de acuerdo con que el BzATP y el NMDA estuvieran colaborando en la misma vía de 
señalización, dependiente de PKC-GSK3. Por ello, era esperable que la cooperación se debía 
reproducir a nivel de la fosforilación de la GSK3. Como se muestra en la figura 25, el BzATP 
fue capaz de potenciar la fosforilación de la GSK3 inducida por NMDA, a concentraciones 
submáximas de ambos agonistas. 
En cambio, esta concurrencia a nivel de la señalización de la GSK3 no se reprodujo al 
llevar a cabo estos experimentos con el BDNF. En efecto, la fosforilación de la GSK3 no se vio 
potenciada por la presencia del BzATP, a ninguna de las concentraciones que fueron analizadas 
(datos no mostrados). Estos datos apuntan a que la colaboración entre BNDF y BzATP se debe 
a que utilizan distintas vías de supervivencia. En el caso del BDNF, están implicadas tanto la 
GSK3 como las ERK1/2. 
Con objeto de corroborar estos datos, se analizó el mecanismo de señalización del 
NMDA y el BDNF hacia la GSK3 en las neuronas granulares. Como se puede ver en la figura 
26, la fosforilación en serina de la GSK3 inducida tanto el NMDA como el BDNF no parecía 
depender de las ERK1/2, ya que no se modificaba con el inhibidor de la MEK-1 (U-0126), 
pero sí se bloqueaba al inhibir las PKCs, con los inhibidores GF-I y Gö-6976. Las diferencias 
entre ambos se encontraron cuando se empleó wortmanina como inhibidor de la PI3K, ya que 
este tratamiento bloqueó totalmente la fosforilación de la GSK3 inducida por BDNF, pero sólo 
redujo parcialmente la inducida por NMDA. El efecto del NMDA sólo se bloqueó totalmente 
cuando se combinó la wortmanina con los inhibidores de la PKC (Figura 26). 
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Figura 25. Análisis de la cooperación ejercida entre el BzATP y el NMDA en la fosforilación de la GSK3. 
Las neuronas granulares en cultivo fueron estimuladas con concentraciones de  NMDA 0,1, 1, 10, 30 y 100µM en 
presencia y ausencia de BzATP 100µM  durante 10 min. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM 
de al menos tres experimentos independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica 
mediante * cuando se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas, y 
con # cuando se compararon los incrementos de fosforilación ejercidos por el NMDA con los ejercidos por estas 
mismas concentraciones en presencia de BzATP.
 
Estos resultados confirman que existe un paralelismo entre la señalización del NMDA 
hacia la GSK3 y la que media sus efectos neuroprotectores, de igual manera que se había 
observado para el BzATP. En este sentido, aunque el receptor NMDA de glutamato requiere la 
actividad tanto de la PI3K como de la PKC para lograr su máximo efecto sobre la fosforilación 
de la GSK3, estas vías son independientes y pueden por lo tanto suplirse una a la otra, lo que 
estaría en consonancia con la neuroprotección observada en los experimentos de viabilidad al 
inhibirse farmacológicamente la PI3K.  
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Figura 26. Análisis de la señalización implicada en la  fosforilación de la GSK3 inducida por el 
NMDA y el BDNF. Las neuronas granulares fueron tratadas durante 30 min con los inhibidores: U-0126 10µM, 
wortmanina 1µM y Gö6976 200nM y posteriormente fueron  estimuladas con NMDA  50µM  y BDNF 50ng/mL 
durante 10 min, manteniendo los inhibidores durante la estimulación. Posteriormente se analizaron los niveles de 
fosforilación de la GSK3. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas.
El BDNF en cambio parece requerir de una activación secuencial tanto de la PKC 
como de la PI3K para llegar a la GSK3, lo que también iría en la línea de lo observado en 
los experimentos anteriores, donde el BDNF no pudo rescatar de la apoptosis inducida por 
la inhibición de la PI3K cuando las PKCs están inhibidas. En el efecto protector del BDNF 
además estarían implicadas las proteínas ERK1/2, aunque no parecen ser importantes para la 
fosforilación de la GSK3, al menos cuando la PI3K está funcional. Por tanto, el BDNF puede 
utilizar dos vías para explicar su efecto neuroprotector frente a la inhibición de la PI3K, una vía 
dependiente de PKC-GSK3 y otra vía dependiente de PKC-ERK.
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Figura 27. Efecto cooperativo del BzATP y del NMDA en la señal de calcio en las neuronas granulares de 
cerebelo. Las neuronas granulares cargadas con la sonda fura-2 fueron estimuladas durante 30 segundos con 
NMDA a concentraciones de 50µM  y 100µM, en presencia y ausencia de BzATP a 100µM. Entre una aplicación y 
la siguiente transcurrieron 5 minutos de lavado con solución Locke. Finalmente las células fueron estimuladas con 
KCl 30mM para comprobar la funcionalidad de las neuronas. Las imágenes muestran los fotogramas de respuesta 
máxima de entrada de calcio en cada una de las estimulaciones.
2.4.- Sinergismo entre el BzATP y el NMDA en la señal de calcio en las neuronas 
granulares de cerebelo.
La cooperación entre el BzATP y el NMDA en la fosforilación de la GSK3 requiere 
de una serie de etapas previas en la cascada de señalización. Era lógico preguntarse si dicha 
cooperación también se podría producir a otros niveles en la ruta de señalización que disparan 
estos dos agonistas, como por ejemplo a nivel de la entrada de calcio, ya que ambos agonistas 
activan receptores ionotrópicos. Para ello, se realizaron experimentos de imagen de calcio con 
la sonda fura-2 en células coestimuladas con concentraciones submáximas de BzATP de 100µM 
y con concentraciones crecientes de NMDA. Como se muestra en la figura 27, los primeros 
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datos arrojados por estos experimentos indican que el BzATP era capaz de potenciar la entrada 
de calcio inducida por el NMDA en las neuronas granulares de cerebelo. El efecto del BzATP 
por sí solo fue muy bajo (datos no mostrados), mientras que indujo una potenciación muy 
significativa, en torno a dos veces del incremento de los niveles de calcio intracelular cuando 
las células se estimularon desde 10 hasta 100µM  de NMDA. 
Para comprobar que la potenciación que observábamos se debía únicamente a la 
actividad del BzATP sobre el receptor P2X7 neuronal, se testaron diferentes antagonistas de 
los receptores purinérgicos. La potenciación ejercida por el BzATP se bloqueó en presencia 
de los antagonistas BBG y PPADS, que inhiben el receptor P2X7, mientras que el antagonista 
TNP-ATP más específico de los receptores P2X1 y P2X3 no mostró ningún efecto (figura 28). 
El hecho de que el PPADS bloqueara completamente el efecto del BzATP en la potenciación de 
la entrada de calcio mediada por el NMDA, nos permitió también excluir la posible implicación 
del receptor P2X4, ya que este receptor no muestra sensibilidad alguna por dicho antagonista.
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Figura 28. Efecto cooperativo del BzATP y del NMDA en la señal de calcio en las neuronas granulares de 
cerebelo. Las neuronas granulares cargadas con la sonda fura-2 fueron estimuladas durante 30 segundos con 
NMDA a concentraciones de 50µM  y 100µM tras una incubación previa de 5 min con los antagonistas: BBG 
10µM,  PPADS 30µM y TNP-ATP 2µM.
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3.- SEÑALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE NUCLEÓTIDOS ACOPLADA 
A LAS PROTEÍNAS ERK1/2 EN NEURONAS GRANULARES DE CEREBELO.
Una vez analizada la señalización del 2MeSADP y BzATP acoplada a la proteína 
GSK3 centramos nuestra atención en otra proteína implicada en numerosos procesos dentro 
del sistema nervioso, como son las proteínas ERK1/2. Estas proteínas pertenecientes a la 
familia de las MAP quinasas están relacionadas fundamentalmente con vías de proliferación y 
diferenciación (Vaudry y cols., 2002; Botia y cols., 2007). Además y de igual manera que para 
la GSK3, existen numerosos antecedentes sobre el papel que juegan las proteínas ERK1/2 en el 
efecto neuroprotector de numerosos factores tróficos frente a diversos estímulos excitotóxicos/ 
neurotóxicos. Por otro lado, existen puntos de convergencia entre las dos vías de señalización 
mediadas por la GSK3 y por las ERK. De hecho en nuestro modelo parece existir un cruce entre 
las dos vías, ya que la fosforilación de la GSK3 aumenta cuando la ruta de las ERK está inhibida. 
Todos estos datos, sumados a la larga lista de evidencias bibliográficas sobre su implicación 
en la supervivencia neuronal y apoptosis, nos llevaron a analizar más a fondo el efecto que los 
agonistas nucleotídicos 2MeSADP y el BzATP, podrían tener sobre la señalización acoplada a 
estas proteínas así como su posible participación en efectos neuroprotectores.  
3.1.- Señalización de los agonistas nucleotídicos 2MeSADP y BzATP acoplada a 
proteínas ERK1/2 en neuronas granulares de cerebelo. Señalización mediada por los 
receptor P2Y13 y P2X7.
3.1.1.- Fosforilación de las proteínas ERK1/2 mediada por el 2MesADP en neuronas 
granulares. 
Siguiendo la misma línea de investigación llevada a cabo en el estudio de la proteína 
GSK3, las mayores respuestas de los agonistas nucleotídicos de tipo metabotrópico sobre las 
proteínas ERK1/2, se obtenían con el agonista 2MeSADP. El 2MeSADP aumentaba alrededor 
de 2 veces los niveles de fosforilación de las proteínas ERK1/2 en neuronas granulares (figura 
29A), como ya habíamos observado en experimentos previos (apartado 1.1.3.). A diferencia 
de la GSK3, la fosforilación de las proteínas ERK1/2 en los residuos Thr202 y Tyr204 es una 
medida fiable del nivel de activación de dichas proteínas (Davis, 1995; Nishimoto y Nishida, 
2006). 
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Figura 29.- Efecto del 2MeSADP sobre la fosforilación de las ERK-1/2. A) Las neuronas granulares de 
cerebelo se estimularon con 2MeSADP 1µΜ (en presencia y ausencia de MRS-2179 10µΜ). Cuando se requirió 
la estimulación con 2MeSADP se realizó durante 10 min en ausencia de calcio extracelular, empleando una mezcla 
quelante de TRIS/EGTA  o bien en  presencia de adenosina deaminasa (1U/mL). B) Las neuronas granulares se 
estimularon con 2MeSADP 1µM a diferentes tiempos de incubación. C) Las neuronas granulares se estimularon 
durante 10 min con concentraciones crecientes de 2MeSADP. Posteriormente las células fueron lisadas y se 
recogieron los extractos celulares donde se analizaron los niveles de fosforilación de las ERK-1/2. Los histogramas 
(A) y (B) muestran el porcentaje de incremento de fosforilación con respecto a las células no estimuladas (100%) 
y se obtuvieron normalizando los valores densitométricos de la fosfo-ERK-1,2 con respecto a los valores de ERK-
1,2 total. En (C)  las curvas se ajustaron por medio del análisis Boltzmann. Los valores mostrados corresponden 
a la media ± SEM de al menos tres experimentos independientes de tres cultivos diferentes. La significación 
estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control 
no estimuladas.
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Como era esperable para una respuesta de naturaleza metabotrópica, la respuesta inducida 
por el agonista 2MeSADP sobre las ERK1/2 se mantenía en presencia de la mezcla quelante 
de calcio TRIS/EGTA. Una vez más, se confirmó que la posible interacción del sistema de 
receptores de adenosina podía ser descartada, mediante el uso rutinario de adenosina deaminasa 
durante los experimentos (figura 29A).
Tampoco se observó, en lo que a efecto sobre la fosforilación de las ERK1/2 se refiere, 
que el antagonista específico del receptor P2Y1, el MRS-2179, supusiera variación alguna de 
los resultados, indicando como en el caso de la GSK3, que la respuesta del 2MeSADP estaba 
siendo llevada a cabo por un receptor de ADP tipo P2Y13.
Cuando se analizó la respuesta del 2MeSADP sobre la fosforilación de las proteínas 
ERK1/2 en función del tiempo y de la concentración de agonista, se pudo comprobar que seguía 
el mismo patrón observado para la fosforilación de la GSK3 (apartado 1.1.1). El incremento 
de fosforilación en las ERK era igualmente transitorio, observándose efectos significativos tras 
5 minutos de estimulación con un pico máximo a los diez minutos, y una vuelta a los niveles 
basales a los 30 minutos tras la estimulación con el agonista (figura 29B). Este incremento 
transitorio daba aun más fuerza a la existencia de una posible función neuroprotectora de los 
agonistas nucleotídicos relacionada con la activación de las ERK1/2, ya que están descritas 
este tipo de respuestas cuando se potencia la supervivencia neuronal. (Shinozaki y cols., 2006), 
(Subramaniam y cols., 2003) (Subramaniam y cols., 2005).Los experimentos dosis-respuesta con 
2MeSADP dieron un valor de EC50 de 16,21 ± 2,6nM similar al observado para la fosforilación 
de la GSK3, y en el rango de lo descrito para receptores de ADP (figura 29C).
 
Cuando se realizaron experimentos con los antagonistas P2Y, y como era esperable, el 
antagonista selectivo del receptor P2Y1, el MRS-2179, mencionado en apartados anteriores, no 
varió en absoluto los efectos ejercidos por el 2MeSADP sobre la fosforilación de las ERK1/2, 
como tampoco lo hizo el antagonista del receptor P2Y12, el 2MeSAMP, ni cuando se empleó 
el sólo o en combinación con el MRS-2179 (figura 30A). Es importante destacar que estos 
antagonistas no supusieron, por sí mismos, variaciones en los niveles basales de fosforilación 
de las proteínas ERK1/2. Cuando se usó el antagonista selectivo del receptor P2Y13, el MRS-
2211, del mismo modo que lo observado en la proteína GSK3, incrementó por sí mismo los 
niveles basales de fosforilación de las ERK, anulando los incrementos producidos al estimular 
las células con 2MeSADP (figura 30B).
Todos estos datos en conjunto nos permitieron identificar al receptor P2Y13 como 
el implicado en los incrementos de fosforilación producidos sobre las proteínas ERK1/2 al 
estimular las células con el agonista nucleotídico 2MeSADP. 
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Figura 30. Efecto de distintos antagonistas de receptores nucleotídicos e inhibidores de proteínas de 
señalización sobre la fosforilación de las ERK-1/2 inducida por 2MeSADP Las neuronas granulares fueron 
preincubadas con durante 5 min con MRS-2179 10µΜ, 2MeSAMP 100µΜ, MRS-2211 10µΜ (A) y (B),  antes de 
ser estimuladas con  2MeSADP 1µΜ  durante 10 min, manteniéndose la presencia de los antagonistas durante este 
tiempo de estimulación. Los controles en presencia de estos tres antagonistas por si solos no supusieron cambios 
significativos con respecto a las células no estimuladas (100% valor control) salvo en el caso del MRS-2211 
mostrado en la figura.C). Las neuronas granulares en cultivo se sometieron a diferentes tratamientos: incubación 
durante toda la noche con 10ng/mL de toxina pertussis, y 30 minutos de incubación con los inhibidores de 
señalización (wortmanina 1µΜ, U-0126 10µΜ, y  PP-2 1µΜ). Seguidamente las células fueron estimuladas con 
2MeSADP 1µΜ  en presencia y ausencia de MRS-2179 10µΜ  durante 10 min, manteniéndose los inhibidores 
durante la estimulación. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas.
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De los resultados anteriores se puede deducir que existe una gran similitud en las 
respuestas del 2MeSADP frente a la fosforilación de la GSK3 y de las ERK, y que ambas 
respuestas estarían siendo mediadas por el mismo receptor en las neuronas granulares y que 
este sería un P2Y13. 
3.1.2.- Mecanismo de señalización del 2MeSADP sobre las proteínas ERK1/2 en 
neuronas granulares. Dependencia de la vía PI3K/Akt.
A continuación se realizó el análisis de la vía de señalización que mediaba los efectos del 
2MeSADP sobre las proteínas ERK. Con este fin se emplearon diferentes inhibidores selectivos 
de proteínas de transducción de señales. Como se muestra en la figura 30C la participación de 
un receptor metabotrópico de ADP acoplado a proteínas Gi/G0 se confirmó por medio de la 
utilización de la toxina pertussis, ya que el incremento de fosforilación de las ERK1/2 producido 
por el 2MeSADP se bloqueó totalmente cuando las células fueron estimuladas en presencia de 
la toxina. De la misma forma actuó el inhibidor de la PI3K, la wortmanina que redujo por sí 
mismo los niveles basales de fosforilación de las ERK1/2 y anuló cualquier incremento cuando 
las células fueron estimuladas por el 2MeSADP. Como era esperable, el U-0126, inhibidor de 
las MEK-1, quinasas responsables de la fosforilación y activación de las ERK1/2, bloqueó 
lógicamente cualquier fosforilación de estas proteínas haciéndolas prácticamente indetectables 
por inmunotransferencia, lo que confirma su especificidad por esta ruta de señalización. Por 
último también fue empleado el inhibidor de las src-tyrosina quinasas, el PP-2, que aunque 
produjo una disminución importante sobre los niveles basales de la fosforilación de las proteínas 
ERK, no anuló los incrementos significativos al estimular las células con 2MeSADP. Todos 
estos experimentos se realizaron en ausencia y presencia de en presencia y ausencia de MRS-
2179, y no se observaron variaciones en la respuesta de 2MeSADP.
De estos resultados se puede concluir que el 2MeSADP está activando un receptor 
P2Y13 en neuronas granulares, el cuál está acoplado, a través de una ruta dependiente de PI3K/
Akt, a la señalización tanto de la fosforilación de la GSK3 como de las ERK1/2.
3.1.3.- Fosforilación de las proteínas ERK1/2 mediada por el BzATP en neuronas 
granulares. 
Cuando se estudió la activación de las ERK por el agonista nucleotídico de tipo 
ionotrópico, BzATP, se vio que también era capaz de incrementar los niveles de fosforilación 
de las proteínas ERK1/2, aunque su efecto era ligeramente menos potente que el obtenido para 
la fosforilación de la GSK3 (figura 31A).
171
Resultados
0
100
200
300
400
500
 
** **
C C
B
z-
AT
P
B
z-
AT
P
TRIS/EGTA
C
- -
C
B
z
AT
P
-
ADA
C C
B
z-
AT
P
B
z-
AT
P
- -
B
z
AT
P
-
C
ADATRIS/EGTA
%
 d
e 
in
cr
em
en
to
 
de
 fo
sf
or
ila
ci
ón
P-ERK-1,2
ERK-1,2
pERK-1,2
C 1 5 10 30 60
t (min)
120 C 10 25 50 100 300
BzATP μM
pERK-1,2
  ERK-1,2  ERK-1,2
0 20 40 60 80 100 120
100
150
200
250
300
 
 
fo
sf
or
ila
ci
ón
 d
e 
ER
K
-1
,2
(%
 m
áx
im
o)
t ( min )
        
-6,0 -5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5
0
20
40
60
80
100
- Log [BzATP] nM
fo
sf
or
ila
ci
ón
 d
e 
ER
K
-1
,2
(%
 m
áx
im
o)
A)
B) C)
Figura 31. Efecto del BzATP sobre la fosforilación de las ERK-1/2. A) Las neuronas granulares de cerebelo 
se estimularon con BzATP 100µΜ. Cuando se requirió la estimulación con BzATP se realizó durante 10 min en 
ausencia de calcio extracelular, empleando una mezcla quelante de TRIS/EGTA o bien en  presencia de adenosina 
deaminasa (1U/mL). B) Las neuronas granulares se estimularon con BzATP 100µM a diferentes tiempos de 
incubación. C) Las neuronas granulares se estimularon durante 10 min con concentraciones crecientes de BzATP. 
Los resultados se normalizaron con respecto a la máxima respuesta ejercida por el BzATP (B). En C) la curva  se 
ajustó por medio de análisis Boltzmann. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando 
se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas.
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La naturaleza ionotrópica de la respuesta se comprobó una vez más eliminando, por 
medio de la mezcla quelante TRIS/EGTA, la acción del calcio extracelular, mientras que se 
descartó la participación en la respuesta observada del sistema de receptores de adenosina por 
medio de la presencia en el medio de estimulación de adenosina deaminasa (figura 31A). 
Las primeras diferencias en la señalización de las ERK1/2 y la GSK3 mediada por 
el BzATP la encontramos a nivel de la función tiempo. En comparación con la fosforilación 
mantenida en el tiempo de la GSK3, los incrementos de fosforilación de las ERK1/2 mediados 
por el BzATP eran transitorios, mostrándose incrementos significativos con tan sólo 5 min de 
estimulación y alcanzándose los valores máximos tras 10 min. Estos se mantuvieron hasta 30 
min después de la estimulación cayendo después a valores prácticamente iniciales a los 60 min 
(figura 31B). La fosforilación transitoria de las ERK también se observó con el 2MeSADP, 
y como ya hemos indicado anteriormente, está más asociada a procesos neuroprotectores, 
mientras que cuando la fosforilación se mantiene constante en el tiempo, los efectos están más 
relacionados con  la  activación de las vías que desencadenan la muerte celular (Shinozaki y 
cols., 2006), (Subramaniam y cols., 2003) (Subramaniam y cols., 2005). 
 Los experimentos dosis-respuesta llevados a cabo con BzATP sobre la fosforilación 
de las ERK1/2 dieron un valor de EC50 alrededor de 14 µM, muy cercano al obtenido para la 
fosforilación de la GSK3, y que está de acuerdo el rango descrito para un receptor P2X7 en este 
tipo de células (Figura 31C).
En los siguientes experimentos se emplearon antagonistas del receptor P2X7. En la 
figura 32A se muestran los resultados obtenidos al estimular las células con BzATP en presencia 
y ausencia de los antagonistas BBG, PPADS y A-438079, para los que es sensible el P2X7. 
Como podemos observar, el efecto del BzATP sobre las ERK1/2 fue completamente bloqueado 
por todos estos antagonistas. Si bien, de igual manera que ocurría al analizar la fosforilación 
de la GSK3, los niveles basales de fosforilación estaban ligeramente aumentados al usar BBG 
y PPADS.
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Figura 32. Efecto de distintos antagonistas de receptores nucleotídicos e inhibidores de proteínas de 
señalización sobre la fosforilación de las ERK-1/2 inducida por BzATP Las neuronas granulares fueron 
preincubadas con durante 5 minutos con BBG 1µΜ, y PPADS 30µΜ  A),  antes de ser estimuladas con BzATP 
300µΜ durante 10 min, manteniéndose la presencia de los antagonistas durante este tiempo de estimulación. B). 
Las neuronas granulares en cultivo se sometieron a diferentes tratamientos: 30 minutos de incubación con los 
inhibidores de señalización (10µΜ KN-62 10µΜ,  GF-I 1µΜ, PP-2 1µΜ, U-0126 10µΜ, y wortmanina 1µΜ.). 
Seguidamente las células fueron estimuladas con BzATP 300µΜ durante 10 min, manteniéndose los inhibidores 
durante la estimulación. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes de tres cultivos diferentes. Los datos se analizaron por medio del  test de Dunnett  y considernadose 
significativos estadísticamente a *p<0.05 y **p<0.01, cuando se tomaron como referencia los valores control 
sin estimular para cada tratamiento individual. Cuando se aplicó el test de Tukey, no se encontraron diferencias 
significativas entre los controles sometidos a los diferentes tratamientos.
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3.1.4.- Mecanismo de señalización del BzATP sobre las proteínas ERK1/2 en 
neuronas granulares. Dependencia de la activación de la CaMKII.
El siguiente paso en nuestros experimentos fue comprobar cuál era la ruta de señalización 
que media el efecto del BzATP sobre las proteínas ERK1/2. Con esto se intentaba también 
aclarar más en profundidad, la relación entre las rutas de las ERK y la GSK3 activadas por el 
BzATP en las neuronas granulares. 
Como podemos observar en la figura 32B, se emplearon inhibidores específicos de 
las principales proteínas de transducción de señales. A diferencia de lo observado para la 
señalización de la GSK3, el efecto del BzATP sobre la fosforilación de las ERK1/2 sólo se 
vio afectado tras el tratamiento con KN-62 y PP-2, inhibidores de la CaMKII y src-tirosina 
quinasas, respectivamente, siendo la inhibición total cuando se bloqueó la CaMKII. En cambio, 
las PKCs, que eran una señal intermedia importante en la señalización del BzATP hacia la GSK3, 
no parecían estar implicadas en la señalización hacia las ERK, ya que el efecto del BzATP no 
se modificaba con el inhibidor GF-I. Por otra parte, la ausencia de efecto del inhibidor de la 
PI3K, wortmanina, sí parece dejar claro que la señalización del BzATP en neuronas granulares 
de cerebelo es totalmente independiente de la ruta PI3K/Akt.
3.2.- Efecto protector del 2MeSADP y del BzATP frente a la excitotoxicidad mediada 
por glutamato en neuronas granulares de cerebelo.
Habiendo demostrado el efecto de la señalización activada por nucleótidos sobre la 
fosforilación y activación de las ERK1/2 y, teniendo en cuenta los antecedentes previos que 
relacionan la señalización de estas quinasas con la neuroprotección frente a la apoptosis inducida 
por glutamato, decidimos comprobar si los nucleotidos inducían algún efecto en este sentido.
Para ello se llevaron a cabo experimentos para comprobar la viabilidad celular al incubar 
las células durante 24 horas con 100µM de glutamato, en presencia y ausencia de los agonistas 
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Figura 33. Efecto neuroprotector del BzATP y del 2MeSADP frente a la excitoxicidad inducida por 
glutamato en neuronas granulares de cerebelo. A) Las neuronas granulares cultivadas sobre cubreobjetos 
fueron estimuladas con 2MeSADP 1µM y BzATP 100µM  durante 2 horas antes de añadir glutamato 100µM. La 
misma serie de experimentos se repitió también en presencia de del inhibidor U-0126 10µM (B). Tras 24 horas las 
células fueron sometidas a un ensayo de calceína como se describe en materiales y métodos (apartado 2.8.1). Los 
histogramas muestran el porcentaje de supervivencia neuronal con respecto a las células no estimuladas (control) 
y se obtuvieron normalizando los valores de células muertas y vivas con respecto al número de células total 
presente en los campos. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó 
como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas y con # cuando se comparó el 
tratamiento con glutamato con el de los agonistas 2MeSADP y BzATP.
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nucleotidicos 2MeSADP y BzATP. Como se muestra en la figura 34 el glutamato indujo un 
incremento altamente significativo en la muerte neuronal con respecto a las células control 
sin estimular, bajando los niveles de supervivencia del 70% en las control a alrededor de 40% 
en presencia de glutamato. Estos efectos sobre la viabilidad celular fueron completamente 
bloqueados cuando las células se estimularon con los agonistas nucleotídicos, tanto el 
2MeSADP como el BzATP, que revertieron los valores de supervivencia neuronal prácticamente 
en su totalidad, alcanzando de nuevo los valores basales. Posteriormente y para demostrar la 
implicación de las ERK1/2 en este efecto neuroprotector se repitieron estos experimentos en 
presencia del inhibidor de la activación de estas quinasas, el U-0126. Este inhibidor no supuso 
por si mismo variaciones significativas en la viabilidad neuronal, pero bloqueó completamente 
los efectos neuroprotectores del 2MeSADP, en cuya presencia se alcanzaron valores semejantes 
de supervivencia que en las células incubadas únicamente con glutamato. En cuanto al BzATP 
el U-0126 redujo también significativamente el efecto neuroprotector del agonista, aunque no 
lo bloqueó completamente. 
En conjunto estos datos indican que tanto el 2MeSADP, como el BzATP ejercen 
efectos neuroprotectores frente a la muerte celular que produce el glutamato sobre las neuronas 
granulares de cerebelo de rata. Esta neuroproteción, sería enteramente dependiente de la vía 
de señalización activada por las ERK1/2 en el caso del 2MeSADP, mientras que en el caso 
del BzATP el efecto no estaría mediado únicamente por estas quinasas, estando implicados 
otros mecanismos de señalización activados por el agonista del receptor P2X7. Este efecto 
protector frente a la excitotoxicidad mediada por el glutamato se comprobó también por 
medio del análisis de los niveles del fragmento activo de la caspasa-3. Como se observa en 
la figura 34, la estimulación continuada por parte del glutamato indujo un incremento muy 
significativo de los niveles de caspasa-3 activos, y por lo tanto de la apoptosis, mientras que 
estos incrementos fueron completamente prevenidos en presencia tanto del BzATP como del 
2MeSADP, confirmando el efecto neuroprotector de ambos agonistas, a través de los receptores 
purinérgicos P2X7 y P2Y13, respectivamente. Como control positivo se empleo el BDNF, cuyo 
efecto neuroprotector frente a la excitotoxicidad por glutamato en las neuronas granulares de 
cerebelo ha sido ya previamente descrito. (Zhu y cols., 2005).
Estos resultados tomados conjuntamente confirman que los nucleótidos actúan como 
importantes factores de supervivencia en las neuronas granulares de cerebelo para hacer frente 
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Figura 34. Efecto de la excitotoxicidad inducida por el glutamato sobre los niveles de caspasa-3 activa. Las 
neuronas granulares mantenidas en medio de cultivo completo se estimularon con 2MeSADP 1µM y BzATP 
100µM   durante 2 horas antes de añadir glutamato 100µM. Los extractos nucleares se recogieron 6 horas  después 
y se analizaron los niveles del fragmento activo de la Caspasa-3. Los histogramas muestran los porcentajes de 
variación con respecto a las células no estimuladas (100% valor control), y fueron obtenidas por medio de la 
normalización de los valores densitométricos  de la caspasa-3 con respecto a los obtenidos de la β-tubulina, 
empleada como control de carga. Los valores mostrados corresponden a la media ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes de tres cultivos diferentes. La significación estadística se indica mediante * cuando 
se tomó como referencia los niveles correspondientes a las células control no estimuladas.
a estímulos de tipo excitotóxico, actuando sobre  receptores P2Y13 y P2X7, que están acoplados 
a la activación de las proteínas ERK1/2.  
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4.- ESTUDIO DEL EFECTO A NIVEL DE EXPRESIÓN GÉNICA DE LA 
SEÑALIZACIÓN ACTIVADA POR NUCLEÓTIDOS EN NEURONAS GRANULARES 
DE CEREBELO DE RATA.
Como se ha descrito a lo largo de este capítulo, la  señalización activada por los agonistas 
nucleotídicos 2MeSADP y BzATP inducía tanto la activación de reguladores transcripcionales, 
ya que el 2MeSADP propiciaba la estabilización y translocación al núcleo de la β-catenina, 
como la activación de sistemas neuroprotectores frente a estímulos proapoptóticos, debidos 
a la inhibición de la PI3K, o a la excitotoxicidad mediada por glutamato. Igualmente, ambos 
agonistas nucleotídicos activaban vías de señalización que producían fosforilación e inhibición 
de la actividad catalítica de la GSK3. Teniendo en cuenta que, como hemos citado anteriormente 
en el capítulo de introducción, la GSK3 regula la actividad de una gran variedad de factores 
de transcripción, su inhibición podría activar la expresión de numerosos genes diana de estos 
factores cuya actividad está habitualmente reprimida por la acción de la GSK3. Estos importantes 
efectos desencadenados en las neuronas granulares nos llevo a investigar si la estimulación de 
estas células por parte del 2MeSADP y del BzATP producía modificaciones a nivel de expresión 
génica. Para ello se estimularon diferentes cultivos con los agonistas y en comparación con 
células no estimuladas se evaluaron posibles cambios a nivel de actividad genómica utilizando 
la técnica de microarrays.
Durante las últimas décadas, el uso de este tipo de procedimentos de alto rendimiento 
en biología molecular se ha extendido enormemente. Así, ahora es posible obtener datos de 
expresión génica, interacciones proteicas, relaciones evolutivas y otros muchos aspectos, a 
escala genómica. Esto significa que mediante dichos procedimientos es posible obtener, por 
ejemplo, una visión de los niveles de todos los RNA expresados en una célula (transcriptoma), 
información sobre las interaccions entre todas sus proteínas (interactoma), o incluso la historia 
evolutiva de todos sus genes (filoma). 
Este cambio tecnológico ha supuesto una revolución en muchos campos de la biología 
molecular, ya que, si bien la cantidad de información producida supera en mucho las posibilidades 
de un estudio detallado, su análisis bioinformático (uso de procedimientos computacionales para 
el análisis de datos biológicos) puede proporcionar importantes avances en el entendimiento de 
los procesos biológicos que rigen el funcionamiento celular. Esta visión post-genómica no sólo 
se ha demostrado útil en si misma, sino que permite  complementar, corroborar o dirigir otros 
análisis experimentales.
Una de las técnicas de alto rendimiento más utilizas con este propósito, es la técnica 
de DNA microarrays, basada en la hibridación del aislado de RNA células en cultivo, con 
miles de sondas especialmente diseñadas para detectar el RNA mensajero resultante de la 
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transcripción de cada gen. Mediante este procedimiento, es posible obtener un visión general del 
transcriptoma celular en un momento y condiciones concretas. Hoy en día, existen numerosos 
‘chips’ genómicos preparados para medir los niveles de expresión de todos los genes de un 
organismo dado. Su aplicación abarca múltiples propósitos, tales como el análisis de cambios 
de expresión en el tiempo (DeRisi y cols., 1997), la detección de genes sobre o infra expresados 
bajo un tratamiento concreto, el diseño de predictores (Simon, 2005), análisis de tipo CGH 
(Comparative Genomic Hibridization), (Edelmann L, 2009) etc.
Si bien el uso de la técnica de microarrays  permite valorar los cambios de expresión 
de genes concretos, generalmente resulta más informativo su estudio a escala genómica o 
por bloques funcionales. Para ello, es imprescindible que los resultados de expresión puedan 
ser cruzados con toda la información funcional disponible sobre los genes incluidos en el 
estudio (frecuentemente, todo un genoma). Actualmente, existen bases de datos especialmente 
dedicadas a anotar y categorizar los diferentes aspectos funcionales de los diferentes genes de 
un organismo. Entre otras, se encuentran Gene Ontology (GO) (Ashburner y cols., 2000), que 
recopila información sobre la Función Molecular, Proceso Biológico y Localización Celular 
asociados a cada gen; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa y 
cols., 2008), que  proporciona las rutas metabólicas o enfermedades descritas para cada gen; 
o  CisRED (Robertson y cols., 2006), que muestra los elementos regulatorios asociados a la 
expresión de cada gen. En suma, el estudio bioinformático de los resultados de expressión y la 
información funcional de los genes, permite obtener resultados sobre los aspectos funcionales 
que están sobre-, infra-expresados en una célula bajo una condiciones concretas. 
4.1.- Modulación de la expresión génica en neuronas granulares de cerebelo activada 
por el agonista nucleotídico BzATP.
Inicialmente,  fue llevado a cabo un estudio de expresión diferencial para evaluar las 
diferencias de expresión de cada gen en concreto, entre las células estimuladas con BzATP 
y las células control. Cuando se llevó a cabo este análisis se obtuvieron más de 450 genes 
significativamente sobre o subexpresados en las células estimuladas con el agonista. Sin embargo 
y debido al carácter genómico del estudio, que implica un tamaño muestral muy grande, se 
realizó un ajuste del p-valor por “multiple testing” para evitar la presencia de falsos positivos. 
Este ajuste redujo drásticamente el número de genes significativamente sobre y subexpresados, 
mostrándose los resultados obtenidos en la siguiente tabla. 
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#NAMES NAMES p-value adj.p-value 
    
TC527939 TC527939 1.06E-06 0.018822422 
Map3k8 
Mitogen-
activated protein 
kinase kinase 
kinase 8 
4.33E-06 0.039778014 
Thbd Trombomodulina 4.46E-06 0.039778014 
Gadd45g 
Growth Arrest 
and DNA 
Damage gene G 
1.05E-05 0.073969011 
Fgg Cadena γ de fibrinógeno 1.24E-05 0.073969011 
Junb Junb 3.64E-05 0.130981695 
Ier5l 
Immediate early 
response gene 5-
like protein 
3.67E-05 0.130981695 
Fos Fos 5.59E-05 0.153427895 
TC529780 TC529780 7.14E-05 0.159202184 
Cxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 7.14E-05 0.159202184 
LOC364706 LOC364706 7.90E-05 0.165629801 
Bhlhb2 
Class B basic 
helix-loop-helix 
protein 2 
0.000101554 0.191502241 
Faslg Ligando de Fas 0.000162318 0.251642347 
TC543194 TC543194 0.000146862 0.249364005 
TC520163 TC520163 0.000102043 0.191502241 
BC082090 BC082090 7.09E-05 0.159202184 
TC527039 TC527039 4.93E-05 0.146630463 
BG375381 BG375381 4.75E-05 0.146630463 
C4bpa 
C4b-binding 
protein alpha 
chain Precursor 
2.94E-05 0.130981695 
TC539072 TC539072 2.74E-05 0.130981695 
AI031053 AI031053 1.06E-06 0.018822422 
 
So
br
e-
re
pr
es
en
ta
do
s
Sub-representados
Tabla 1.- Expresión génica diferencial en las neuronas granulares estimuladas con BzATP.
Posteriormente se estudió la sobre o subrepresentación de las anotaciones de proceso 
biológicos asociados a los genes sub y sobreexpresados respectivamente. Los datos obtenidos 
del análisis funcional tras la estimulación del receptor P2X7 revelaron una sobre-representación 
significativa de un importante grupo de clases funcionales de GeneOntology. Entre estas cabe 
destacar la sobre-representación de clases funcionales acopladas a la respuesta frente a ciertos 
estímulos apoptóticos y a otras encaminadas al crecimiento y diferenciación celular. Por ejemplo 
los genes más sobreexpresados tras el tratamiento con BzATP parecen estar relacionados con 
la respuesta al dolor (GO:0048265), a radiación(GO:0009314), a daño celular (GO:0009611, 
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GO:0042060), a stress (GO:0006950), también relacionadas con la diferenciación celular y con 
las vías asociadas al crecimiento (GO:0030154, GO: 0040008).  (Figura 35). Es importante 
destacar que las clases funcionales sobrerepresentadas responden al análisis  conjunto de 
bloques de genes y no al estudio de un gen en concreto. 
Figura 35. Términos significativos de GO de Proceso Biológico asociados a neuronas granulares control o 
estimuladas con BzATP.
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  (Figuras 36). Cuando los análisis se realizaron basándose en la función molecular 
asociada a los genes, en lugar del proceso biológico, se observó una sobre-representación de, 
entre otras, funciones de interacción con los factores de crecimiento (GO:0005520), con los 
receptores acoplados a proteínas G(GO:00046914), de la actividad de citoquinas (GO:0005125), 
actividad de los receptores acoplados a proteínas G (GO:0001664) y actividad hormonal 
(GO:0005179). 
Figura 36. Términos significativos de GO de función molecular asociados a neuronas granulares control o 
estimuladas con BzATP.
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4.2.- Modulación de la expresión génica en neuronas granulares de cerebelo activada 
por el agonista nucleotidico 2MeSADP.
En el caso de las células en cultivo estimuladas con 2MeSADP sometidas a los análisis 
de expresión génica, no se obtuvieron diferencias significativas entre las células estimuladas y 
las células control cuando se analizó la sobre o subexpresión a nivel de genes en concreto. Sin 
embargo sí se encontraron numerosos procesos biológicos sobre-representados, asociados a los 
genes, cuando se llevo a cabo un análisis funcional. 
Figura 37. Términos significativos de GO de Proceso Biológico asociados a neuronas granulares control o 
estimuladas con 2MeSADP.
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Entre las muchas clases funcionales sobre-representadas en las células estimuladas 
con 2MeSADP, que pueden observarse en las figuras de este apartado, destacamos aquellas 
relacionadas con la producción de citoquinas (GO: 0032602), la respuesta a los estímulos 
causantes de daño para el DNA (GO: 0006974), diferenciación celular (GO: 0030154), 
regulación de procesos de desarrollo (GO: 0050793), neurogénesis (GO: 00220008), Cascadas 
de señalización de proteína quinasas (GO: 00072431), desarrollo celular (GO: 0048468) y 
desarrollo del sistema nervioso (GO: 007399). (Figura 37).
  
De la misma forma que en el apartado anterior, los datos se sometieron a un análisis en el 
que se tuvo en cuenta la función molecular asociada a los genes en cada una de nuestras muestras 
ya fueran estimuladas con el agonista o no. En este caso se obtuvieron también numerosas 
diferencias significativas a nivel de representación de determinadas funciones moleculares. De 
entre estas destacamos en este apartado la sobre-representación, en las células tratadas con 
2MeSADP, de las funciones moleculares relacionadas con la interacción de los factores de 
crecimiento (GO: 0019838), interacción con DNA y RNA (GO: 0003677) (GO: 0003723), 
con nucleótidos de purina (GO: 00017076), con factores de transcripción (GO: 0008134) y 
proteínas del citoesqueleto (GO: 0008092). Figura 38.
Figura 38. Términos significativos de GO de función molecular asociados a neuronas granulares control o 
estimuladas con 2MeSADP.
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Por último el empleo de la base de datos KEGG, que muestra los datos asociados a vías 
de señalización en conjunto, reveló una subexpresión en las células estimuladas con 2MeSADP 
de las vías relacionadas con la interacción entre las citoquinas y sus receptores correspondientes. 
(RNO:0460). Figura 39.
Figura 39. Términos significativos de GO de base de datos KEGG asociados a neuronas granulares control 
o estimuladas con BzATP.
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1.- SEÑALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES PURINÉRGICOS ACOPLADA 
A LA FOSFORILACIÓN E INHIBICIÓN DE LA GSK3 EN LAS NEURONAS 
GRANULARES DE CEREBELO DE RATA.
1.1.- Señalización mediada por el receptor P2Y13.
En la presente Tesis se describe el acoplamiento del 2MeSADP a una vía de señalización 
en la que participan tanto la GSK3 como la β-catenina en las neuronas granulares de cerebelo, 
a través de la activación de un receptor P2Y13 acoplado a una proteína Gi.
Uno de los aspectos más relevantes del presente trabajo ha sido la identificación de un 
receptor P2Y13 como responsable de las respuestas encontradas en la señalización del 2MeSADP 
hacia GSK3 y β-catenina, siendo la primera vez que se describe la presencia de un receptor de 
este tipo en un modelo neuronal. Esta identificación está claramente demostrada a lo largo de 
la Tesis con numerosas pruebas. En primer lugar, la sensibilidad de las respuestas mediadas 
por el 2MeSADP a la inhibición por la toxina Pertussis, indicaba la presencia de un receptor 
acoplado a Gi, del que ya se tenía constancia que estaba expresado en cerebelo, así como en 
otras células sanguíneas y cerebrales (Communi y cols., 2001; Hollopeter y cols., 2001; Laitinen 
y cols., 2001). En un principio se sospechó que podría tratarse de un receptor P2Y12, que ya 
habíamos detectado anteriormente por RT-PCR en neuronas granulares. De hecho, en trabajos 
previos, dedujimos que debía existir un receptor diferente al P2Y1 mediando los incrementos 
en la concentración de calcio intracelular en respuesta al 2MeSADP, ya que no se anulaban 
con el antagonista del P2Y1, el MRS-2179 (Hervas y cols., 2003). La implicación del receptor 
P2Y12, también activado por 2MeSADP, quedó descartada por la insensibilidad al antagonista 
específico, 2MeSAMP. El resultado de las potencias relativas observadas para el 2MeSADP y 
para el agonista endógeno, el ADP, que eran muy similares, y concordaban con lo que estaba 
descrito para los receptores P2Y13 de rata, confirmó la naturaleza del receptor (Marteau y cols., 
2003) (Zhang y cols., 2003) (Fumagalli y cols., 2004) (Hollopeter y cols., 2001) (Zhang y cols., 
2001). Además de los datos farmacológicos, cuando se intentó detectar la expresión del receptor 
P2Y12 a nivel de proteína, se vio que su señal era muy débil y aparentemente inespecífica, y 
que los receptores que sí mostraban unos niveles de expresión significativos en las neuronas 
granulares eran los receptores P2Y1 y P2Y13. 
La coexpresión de varios receptores de ADP, esta de acuerdo con lo descrito en muchos 
tipos celulares, lo que parece ser una pauta común para esta familia de receptores. En las células 
dendríticas, por ejemplo, el receptor P2Y13 coexiste con otro receptor de ADP aún no identificado 
(Marteau y cols., 2004). También se ha descrito la coexpresión de los receptores P2Y1 y P2Y13 
en los astrocitos cerebelosos, estando su señalización acoplada a la fosforilación de las ERK y a 
la movilización de calcio intracelular (Carrasquero y cols., 2005) (Carrasquero L. M. G., 2006). 
Por otro lado, los receptores P2Y1, P2Y12  y P2Y13 están también coexpresados en las células 
C6 de glioma junto con una gran variedad de otros receptores metabotrópicos P2Y (Nicholas 
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y cols., 1996b) (Tu y cols., 2000) (Czajkowski y Baranska, 2002; Czajkowski y cols., 2002). 
Además de estas evidencias, la coexpresión de receptores de ADP conduce, generalmente, al 
cruce e interacción de las vías de señalización activadas por ellos. Un buen ejemplo lo tenemos 
en las plaquetas donde los receptores P2Y1 y P2Y12 interaccionan recíprocamente. El P2Y12 
potencia la respuesta de calcio inducida por el P2Y1 a través de la PI3K y la inhibición de la 
adenilato ciclasa, mientras que el P2Y1 inhibe la señal del P2Y12 a través de la activación de las 
quinasas Src (Hardy y cols., 2004). Igualmente estos dos receptores interaccionan en las células 
de astrocitoma humano 13121N1, donde el P2Y1 potencia la apoptosis mediada por el TNFα, 
mientras que el P2Y12 la atenúa, por medio de una vía de señalización dependiente de PLC/
PKC/ERK (Mamedova y cols., 2006). En referencia a esto, no podemos descartar la posible 
interacción entre los receptores P2Y13 y el P2Y1 en nuestro modelo, que será objeto de estudio 
en un futuro. No obstante, los datos de que disponemos hasta el momento, segregan claramente 
las respuestas inducidas por estos dos tipos de receptores en las neuronas granulares. De esta 
manera, el P2Y1 sería el responsable de las acciones del 2MeSADP sobre la activación de la 
calcio calmodulina quinasa II y la fosforilación de la sinapsina-I, que le implicaría directamente 
en la posible modulación de la liberación de glutamato en estas células (Hervas y cols., 2003) 
(Leon y cols., 2006). En cambio, el P2Y13 sería el receptor acoplado a la fosforilación de la 
GSK3, señalizando a través de la vía PI3K/Akt. 
En este sentido, es importante destacar que existen numerosos ejemplos del acoplamiento 
de los elementos de esta vía PI3K/Akt a la señalización mediada por los receptores metabotrópicos 
P2Y, y en particular a los receptores de ADP. Por ejemplo, la activación del receptor P2Y1 induce 
la proliferación en los fibroblastos adventiciales por medio de la activación independiente de las 
ERK y de la PI3K (Gerasimovskaya y cols., 2005), y el P2Y2, por su parte, es capaz de activar la 
Akt por un mecanismo dependiente de PDK1 en las células mesangiales de rata (Huwiler y cols., 
2002). En otros estudios, el receptor P2Y12, a través de su acoplamiento Gi a una vía dependiente 
de PLC/PI3K/Akt, induce la quimiotaxis microglial hacia la zona de daño celular (Irino y cols., 
2008). Este mismo receptor en plaquetas contribuye al mantenimiento de la fosforilación de la 
Akt inducida por los receptores PAR1, lo que resulta vital para la regulación de la secreción y la 
actividad de la integrina αIIbβ3 (Resendiz y cols., 2007). Por último, en las células  de glioma 
C6, los receptores P2Y1, inhiben la PI3K vía Gq/G11/12, mientras que el P2Y12 activa la PI3K/
Akt a través de un mecanismo de cross-talk con el receptor de IGF-I recientemente descrito 
(Van Kolen y cols., 2006) (Czajkowski y cols., 2004) (Van Kolen y Slegers, 2004). 
Con respecto al papel fisiológico de la señalización mediada por los receptores tipo 
P2Y13, aun son pocas las funciones conocidas asociadas específicamente a este tipo de receptor, 
habiéndose descrito su participación en la modulación de la liberación de ATP en eritrocitos (Wang 
y cols., 2005), o en la endocitosis de las HDL en hepatocitos vía RhoA/ROCKI (Malaval y cols., 
2009). Mientras que en el sistema nervioso, ha sido asociado a la inhibición de la liberación de 
acetilcolina junto con los receptores de adenosina A1 en terminales nerviosas motoras (Veggetti 
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y cols., 2008), así como a la regulación de las respuestas de varios neurotransmisores en médula 
espinal (Heinrich y cols., 2008) e hipocampo (Csolle y cols., 2008).
En este sentido, una nueva aproximación a la función del receptor P2Y13 la proporciona 
la señalización descrita en el presente trabajo para el 2MeSADP hacia -catenina. La β-catenina 
es una proteína multifuncional cuya estabilidad es principalmente regulada por la GSK3 a través 
de la vía de Wnt. Aparte de la vía clásica de Wnt, cada vez son más los trabajos que describen 
la acumulación de la β-catenina en el citosol como consecuencia de la inhibición de la actividad 
catalítica de la GSK3, por medio de vías independientes a las de Wnt. Esto ha sido descrito 
para la señalización mediada para el factor de crecimiento IGF-I en células de hepatoma, para 
la activada por HGF en células epiteliales de mamíferos, y para el factor FGF-II en HUVEC. 
En todos estos ejemplos, la regulación transcripcional ejercida por la β-catenina estaba 
directamente acoplada a la inhibición de la GSK3, por medio de la fosforilación en residuos 
serina, ya que los efectos se perdían cuando se utilizaban mutantes de GSK3 no sensibles a 
esta inhibición de su actividad catalítica (Desbois-Mouthon y cols., 2001) (Papkoff y Aikawa, 
1998)  (Holnthoner y cols., 2002). Es importante destacar que la estabilización de la β-catenina 
inducida tanto por el IGF-I en las células de hepatoma como por el FGF en neuronas corticales, 
están mediadas por una vía de señalización dependiente de PI3-K/Akt (Desbois-Mouthon y 
cols., 2001)  (Hashimoto y cols., 2002), de la misma forma que lo hemos descrito para el 
2MeSADP en neuronas granulares. De hecho, aunque la inhibición a través de PI3-K/Akt de la 
actividad de la GSK3 no está necesariamente acoplada en todas las situaciones a la β-catenina 
(Ding y cols., 2000) (McManus y cols., 2005) IGF-I], esta vía de señalización parece vital para 
el mantenimiento de la vía de Wnt en otros sistemas (Naito y cols., 2005) (Kim y cols., 2007). 
A estos datos se suman los trabajos recientemente descritos en células del cáncer de colon, en 
las que la actividad transcripcional de la β-catenina se encuentra asociada a la actividad de 
determinados receptores acoplados a proteínas G, como los de PGE2 y LPA y, parcialmente a la 
inhibición por fosforilación de la GSK3 (Castellone y cols., 2005) (Shao y cols., 2005) (Yang y 
cols., 2005). Por último, en estudios recientes en neuronas granulares de cerebelo, se ha descrito 
el acoplamiento de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III, a la activación 
de las MAPK y de la Akt, convergiendo en la translocación al núcleo de la β-catenina y en la 
protección contra la apoptosis inducida por la deprivación de los factores tróficos (Iacovelli y 
cols., 2002).
La β-catenina regula la transcripción de numerosos genes que están implicados en la 
regulación del ciclo celular, adhesión, migración y supervivencia (Novak y Dedhar, 1999) 
(Harris y Peifer, 2005). Los genes mejor caracterizados, como ciclina D1 y myc, que inducen 
la proliferación en otros tipos celulares, son aun un asunto de debate en lo que se refiere a 
su actividad en las neuronas. Además, la β-catenina regula dos genes relacionados con el 
metabolismo purinérgico que contienen zonas de unión LEF-1 en la región de su promotor. 
Estos son el ectoenzima 5’-nucleotidasa (CD73), y la adenosina deaminasa, que transforma 
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la adenosina en inosina. Estos dos genes están regulados por la vía de señalización de Wnt en 
direcciones opuestas lo que lleva al incremento neto de los niveles de adenosina extracelulares 
(Spychala y Kitajewski, 2004). A este respecto sería interesante analizar si estos dos enzimas 
están siendo regulados de la misma forma por el 2MeSADP en las neuronas granulares, y por 
tanto, si esta señalización del P2Y13 contribuiría a potenciar la señalización hacia adenosina, 
cuyas funciones protectoras han sido previamente descritas en este modelo neuronal (Boeck 
y cols., 2005) (Fatokun y cols., 2008). En este sentido, los estudios de análisis de expresión 
génica realizados en la presente Tesis mediante los estudios de micro-arrays, suponen el punto 
de partida para la identificación de los genes y funciones regulados por el 2MeSADP en las 
neuronas granulares.
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Figura 1.- Esquema resumen de la señalización medida por el 2MeSADP hacia GSK3 en neuronas granulares 
de cerebelo. La activación del receptor P2Y13 induce, a través de una vía mediada por PI3K/Akt la fosforilación 
e inhibición de la GSK3, lo que la disocia del complejo que forma con β-catenina impidiendo su degradación vía 
proteasoma y permitiendo a la β-catenina, estabilizarse en el citosol y translocarse al núcleo.
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1.2.- Señalización mediada por el receptor P2X7.
En este apartado de la Tesis, hemos demostrado el acoplamiento del receptor P2X7 a 
la fosforilación e inactivación de la GSK3, a través de una vía de señalización dependiente 
de PKC. Esta vía de señalización supone una alternativa a la vía principal de supervivencia 
PI3K/Akt usada por los factores tróficos en las neuronas granulares de cerebelo, y media los 
efectos neuroprotectores del BzATP frente a la inhibición farmacológica de la PI3K. Estos datos 
refuerzan la hipótesis del papel de la señalización activada por nucleótidos en la protección 
y supervivencia neuronal, actuando por ellos mismos o en combinación con los factores 
tróficos.
Los datos farmacológicos prueban que el receptor sobre el que está actuando el agonista 
nucleotídico BzATP en las neuronas granulares es un receptor tipo P2X7. A este respecto hay 
que señalar que estas células coexpresan varios tipos de receptores P2X, como P2X1, P2X2, 
P2X3 y P2X4, y que todos ellos podrían contribuir de alguna manera a las respuestas del BzATP. 
Para algunos de estos receptores, como el P2X1/3 y P2X7, ya se habían descrito respuestas a 
nivel de la entrada de calcio en terminaciones nerviosas de cerebelo (Hervas y cols., 2003, 
2005). Además, tanto el agonista general, ATP, como el agonista específico de los receptores 
P2X1 y P2X3, el α,β-meATP (Valera y cols., 1994), fueron capaces de inducir aumentos en 
la fosforilación de la GSK3 similares a los obtenidos por el BzATP. Sin embargo, cuando se 
estudió la señalización mediada por el BzATP, los experimentos se realizaron en condiciones en 
que se pudieran potenciar sus efectos sobre un receptor P2X7, esto es, en ausencia de Mg2+, ya 
que este receptor es particularmente sensible a la inhibición por este catión divalente (Virginio 
y cols., 1997). 
Bajo estas condiciones, se encontró de manera inequívoca un perfil farmacológico para 
el BzATP que encaja perfectamente con el correspondiente a un receptor P2X7. Primero, los 
valores de EC50 observados para el BzATP (micromolar bajo) se correspondían con lo descrito 
para el receptor P2X7 de rata (Young y cols., 2007). Segundo, las respuestas a BzATP eran 
sensibles a los antagonistas específicos del receptor P2X7 (BBG, A-438079) (Jiang y cols., 
2000a) (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007), e insensibles a los antagonistas de receptores P2X1/3 
(TNP-ATP) (Virginio y cols., 1998b). Además, también se bloqueaban con otros antagonistas 
menos específicos, como el PPADS, que nos sirvieron para descartar la posible contribución 
del receptor P2X4, que no se afecta por este compuesto en rata (Buell y cols., 1996). Y tercero, 
el hecho de que el efecto del ATP sobre la fosforilación de la GSK3 siguiera aumentando a 
concentraciones de 1mM, está de acuerdo con la activación de un receptor P2X7 en este rango 
de concentraciones, ya que el P2X7 exhibe una afinidad mucho menor por el ATP que por otros 
receptores P2X, que ya estarían saturados a la concentración de ATP 100µM. Además de esto, 
es importante destacar que ni el ATP 100µM, ni el agonista específico P2X1/P2X3, α,β-meATP, 
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fueron capaces de reproducir los efectos neuroprotectores ejercidos por el BzATP frente a la 
inhibición farmacológica de la PI3K. Es más, la pérdida de los efectos protectores del BzATP 
que se observaba en estadíos más largos del cultivo, concordaba perfectamente con la caída en 
los niveles de expresión del receptor P2X7 a 14 DIV, en comparación con los otros receptores 
P2X (P2X1, P2X3, P2X4), cuya expresión se mantenía sin variaciones aparentes. No obstante, 
no se puede descartar del todo la posibilidad de que las respuestas que estemos viendo con el 
BzATP sean el resultado de la interacción del P2X7 con otros receptores P2X presentes en las 
neuronas granulares, o incluso, de que estén formando receptores heteroméricos, como los 
recientemente descritos P2X1/P2X4 (Nicke y cols., 2005), P2X4/P2X7 (Guo y cols., 2007) y 
P2X1/P2X5 (Lalo y cols., 2008), que exhiben características farmacológicas mixtas. 
La expresión del receptor P2X7 en el sistema nervioso ha sido siempre un tema de 
controversia y polémica. Durante un tiempo, este receptor fue considerado restringido 
únicamente a las líneas celulares del sistema inmune y sanguíneo, admitiéndose únicamente su 
presencia en el sistema nervioso asociado a las células gliales y a procesos proinflamatorios y 
apoptóticos (Collo y cols., 1997) (Di Virgilio, 2007). Sin embargo hoy en día la presencia del 
receptor P2X7 en neuronas es un tema fuera de toda duda, habiéndose descrito y confirmado, 
gracias al trabajo de este grupo de investigación (Miras-Portugal y cols., 2003),  su presencia en 
neuronas tanto a nivel pre como postsináptico, donde median importantes funciones que no están 
relacionadas únicamente con procesos de muerte celular, como se ha comentado anteriormente 
(Alloisio y cols., 2008) (Armstrong y cols., 2002) (Hervas y cols., 2005) (Atkinson y cols., 2002) 
(Atkinson y cols., 2004) (Franke y cols., 2005) (Leon y cols., 2008) (Diaz-Hernandez y cols., 
2008) (Sperlagh y cols., 2006) (Ortega, 2009).  Recientemente gracias a los modelos de estudio 
de expresión de este receptor, generados en el NIH,  asociando la GFP (Green fluorescente 
protein) bajo el promotor del P2X7, se ha demostrado la abundante presencia de este receptor 
en neuronas (mostrados en la pagina www.gensat.com).
En la presente Tesis Doctoral demostramos una nueva vía de señalización acoplada a 
la activación del receptor P2X7, que implica a la GSK3. El acoplamiento de los nucleótidos 
a la proteína GSK3 se describió primeramente en los astrocitos corticales (Neary y Kang, 
2006) donde se activaba una vía dependiente de PKC que parecía estar relacionada con la 
inhibición de la GSK3 y la inducción de efectos protectores frente al estrés mecánico, de 
manera semejante a lo observado en nuestro trabajo. Otros muchos estudios han relacionado 
el acoplamiento a la activación de las proteínas PKC con el mecanismo de acción del P2X7 
en distintos modelos celulares. Así, el P2X7 induce la translocación transitoria a la membrana 
de las isoformas dependientes de calcio PKCα y PKCβII en osteoclastos, donde participa en 
importantes procesos de la remodelación ósea (Armstrong y cols., 2009). Igualmente, el P2X7 
activa, vía PKC, a las proteínas PKD y ERK1/2  (Bradford y Soltoff, 2002), y está implicado 
en la regulación de la secreción de saliva en las glándulas submaxilares de ratón (Nakamoto 
y cols., 2009). Por último, el P2X7 es el responsable de la activación de la PLD, por una vía 
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dependiente de PKCγ, CaMKII y tirosina quinasas, (Sun y cols., 1999) (Hung y Sun, 2002), así 
como de la regulación de la liberación de GABA y la expresión de TGF-α1 en astrocitos RBA-2 
tipo 2 (Hung y cols., 2005). 
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Figura 2.- Esquema resumen de la señalización medida por el BzATP hacia GSK3 en neuronas granulares 
de cerebelo. La activación del receptor P2X7 induce la fosforilación e inhibición de la GSK3 a través de una 
vía dependiente de Ca2+ y PKC. Esto evita la fosforilación ejercida por GSK3 sobre la proteína Tau al igual que 
previene en parte la activación de las caspasa-3, principal efector de la apoptosis inducida en este modelo neuronal 
por la inhibición farmacológica de la PI3K.
También existen en la literatura numerosos trabajos que relacionan a la proteína PKC con 
la GSK3. De hecho, numerosas isoformas son capaces de fosforilar e inactivar a la GSK3 tanto 
in vivo como in vitro (Goode y cols., 1992) (Fang y cols., 2002). En las neuronas hipocampales, 
activadores directos de PKC, como los ésteres de forbol, inducen la fosforilación en serina de la 
GSK3 y la estabilización de la β-catenina en el citosol, demostrando que varios miembros de la 
vía de señalización de Wnt están regulados por las PKCs (Garrido y cols., 2002). Asimismo, la 
inhibición farmacológica de la PKC en células de mieloma múltiple disminuye la fosforilación, 
tanto de la Akt como de la GSK3, incrementando la apoptosis de las células tumorales (Neri y 
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cols., 2008). Además de estas evidencias, varias vías de señalización extracelular son capaces 
de emplear rutas dependientes de PKC/GSK3, como las activadas por LPA en células Swiss 3T3 
(Fang y cols., 2002), y por neurotensina en células de cáncer de colon (Wang y cols., 2006b). 
En este mismo sentido, los receptores muscarínicos y de PDGF colaboran en la inhibición de 
la GSK3 vía PKC, y este mecanismo es responsable de la regulación de la proliferación de los 
miocitos de las vías respiratorias (Gosens y cols., 2007).
Además de la señalización implicada, otro de los elementos novedosos de este trabajo 
es el efecto neuroprotector descrito para el BzATP en las neuronas granulares de cerebelo, que 
parece estar directamente relacionado con la fosforilación e inhibición de la actividad catalítica 
de la GSK3 mediada por este nucleótido. Como hemos indicado anteriormente, la GSK3 es un 
elemento clave en la regulación del equilibrio entre apoptosis y supervivencia en los modelos 
neuronales. De hecho, la sobreexpresión de la propia GSK3, puede conducir por sí sola a la 
apoptosis, como se ha descrito en neuronas corticales (Pap y Cooper, 1998) (Hetman y cols., 
2000). En nuestro modelo de las neuronas granulares, está bien caracterizado que los distintos 
factores neurotróficos y de supervivencia (Litio, alto potasio, IGF-I, NMDA, AMPc), utilizan 
una vía PI3K/Akt dependiente, para converger en la inhibición de la GSK3 (D’Mello y cols., 
1993) (D’Mello y cols., 1994) (D’Mello y cols., 1997) (Miller y cols., 1997) (Subramaniam y 
cols., 2003) (Subramaniam y cols., 2005) (Wiedmann y cols., 2005) (Patapoutian y Reichardt, 
2001) (Lim y cols., 2008) (Wang y cols., 2006a) (Chin y D’Mello, 2004). En este sentido, la 
GSK3 parece ser la principal mediadora de la apoptosis cuando se produce la deprivación de 
factores tróficos, lo que puede ser reproducido por medio de la inhibición farmacológica de la 
PI3K (Hetman y cols., 2000), como ocurre en el trabajo realizado en esta Tesis. Es precisamente 
la independencia de la vía PI3K/Akt, lo que constituye una clara ventaja para el BzATP a través 
del P2X7 en las neuronas granulares de cerebelo, ya que este nucleótido es capaz de mantener 
inhibida a la GSK3 en condiciones en las que la principal vía de supervivencia, el eje PI3K/
Akt, se encuentra inactivada o reducida. Esto podría suponer una nueva ventaja en situaciones 
patológicas donde se dan estas circunstancias, como ocurre en la degeneración axonal de 
motoneuronas en la esclerosis lateral amiotrófica (Fischer y Glass, 2007) o en la enfermedad de 
Alzhéimer, donde las neuronas están mucho más sensibilizadas a la apoptosis, inducida por la 
deprivación de factores tróficos, entre otras causas (Guo y cols., 1997). 
El papel de la GSK3 como uno de los principales efectores de la apoptosis, se basa 
en su capacidad para potenciar la vía intrínseca de la misma, dependiente de las caspasas 
mitocondriales y de la regulación de factores de transcripción. La GSK3 está relacionada con 
la apoptosis inducida por múltiples tipos de estímulos proapoptóticos, como daño del DNA, 
(Beurel y cols., 2004) (Tan y cols., 2006), toxinas mitocondriales (King y Jope, 2005), ceramidas 
(Mora y cols., 2002), shock térmico (Bijur y cols., 2000), etc, Por el contrario, su inhibición 
está asociada a la protección neuronal frente a varios de estos estímulos de muerte (Beurel y 
Jope, 2006). Basándonos en estos datos podemos decir que el BzATP induciría el aumento de la 
Discusión
197
supervivencia neuronal por medio de la fosforilación inhibidora de la GSK3 y de la inhibición 
de la vía intrínseca de la apoptosis, lo que se refuerza con lo observado en el apartado 1.2.5. 
de Resultados, donde el BzATP fue capaz de reducir los niveles del fragmento activo de la 
caspasa-3, establecido como el efector mayor y último de esta vía de muerte (Yakovlev y Faden, 
2001). Además, la participación de la GSK3 en la vía intrínseca mitocondrial de apoptosis 
también se ha confirmado recientemente al identificarse a la proteína Bax, componente de 
esta cascada apoptótica, como sustrato directo de la propia GSK3, que la fosforila y activa 
dirigiéndola a la mitocondria (Linseman y cols., 2004). Si el BzATP es capaz de actuar sobre 
estos u otros efectores mitocondriales o actuar a nivel de la transcripción de determinados genes 
antiapoptóticos será objeto de estudios futuros.  
1.3.- Sinergismo entre el BzATP con el NMDA y BDNF.
Las acciones del NMDA y del BDNF en el mantenimiento y supervivencia neuronal 
han sido ampliamente estudiadas en varios modelos neuronales (Yamagishi y cols., 2003). Para 
ambos factores, la ruta PI3K/Akt ha sido particularmente caracterizada, y parece ser una ruta 
clave en sus efectos neuroprotectores, sobre todo frente a la retirada de factores tróficos (Hetman 
y cols., 1999; Yamada y cols., 2001). No obstante, hasta ahora no se había profundizado de 
manera muy clara en la señalización de NMDA y BDNF hacia GSK3, aún siendo este enzima 
la etapa siguiente obligatoria a la activación de la Akt. En el presente trabajo se ha estudiado 
su acoplamiento en neuronas granulares de cerebelo a la fosforilación e inhibición de la GSK3, 
y se ha visto que de este mecanismo dependen sus efectos neuroprotectores. Pero además, al 
profundizar en sus mecanismos de señalización hacia la GSK3, se ha podido ver que, aunque 
transcurren normalmente a través del eje PI3K/Akt, tanto NMDA como BDNF pueden utilizar 
nuevas rutas alternativas de supervivencia que implican otras cascadas dependientes de PKC y 
ERK. 
De acuerdo con los resultados obtenidos en neuronas granulares en el presente trabajo, 
el NMDA puede utilizar dos rutas diferentes para llegar a la GSK-3, una dependiente de PI3K y 
otra dependiente de PKC. Cuando una de ellas está inactiva, como sucede durante el tratamiento 
con el LY-294002, el NMDA puede seguir fosforilando e inhibiendo a la GSK3 a través de un 
mecanismo dependiente de PKC, y esto explica sus efectos protectores cuando se inhibe la 
PI3K. El hecho de que el BzATP y el NMDA compartan la misma vía de señalización PKC/
GSK3, es la razón del efecto sinérgico entre ambos factores, efecto que sólo se observa a 
concentraciones submáximas, y que se ha visto tanto a nivel de la señalización de la GSK3, 
como de los efectos neuroprotectores. 
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Nuestros resultados con el BzATP y el NMDA apuntan a una interacción a nivel de los 
mecanismos de señalización entre dos receptores de tipo ionotrópico. Otros ejemplos de este 
tipo de interacciones las tenemos entre receptores P2X y receptores nicotínicos y de GABA, 
que implican tanto acciones potenciadotas (Diaz-Hernandez y cols., 2006), como mutuamente 
oclusivas (Khakh y cols., 2005) (Boue-Grabot y cols., 2004). En el caso del receptor de NMDA, 
se ha visto que existe cooperatividad con el ATP en la inducción de la potenciación a largo plazo 
(LTP) en neuronas hipocampales (Fujii y cols., 2002) (Pankratov y cols., 2002). En nuestro 
trabajo, parece que la interacción entre el receptor P2X7 con el de NMDA puede producirse en 
las primeras etapas o cascadas iniciadas por ambos factores, a nivel de la señal de calcio. Si bien, 
se ha descrito que el propio ATP extracelular puede actuar como un modulador alostérico más 
del receptor de NMDA, de igual manera que el Mg2+ o la glicina (Kloda y cols., 2004), parece 
claro que la interacción a nivel de la respuesta de calcio observada en este trabajo no tendría que 
ver con un mecanismo de este tipo, sino con un proceso mediado a través del propio receptor 
P2X7, ya que se bloquea por los antagonistas BBG y PPADS. Será necesario profundizar en 
este aspecto para comprender este tipo de interacción y su significado fisiológico.
Con respecto a la señalización del BDNF hacia GSK3, nuestros resultados están de 
acuerdo con el de otros autores, confirmando que su señalización parece totalmente dependiente 
de la PI3K. Sin embargo, el BDNF es capaz de proteger frente a la inhibición de la PI3K, porque 
utiliza otra vía diferente para llegar a la GSK3 que se dispara en estas condiciones, y que hemos 
demostrado que depende de las ERK y de la PKC. En efecto, la fosforilación y activación de las 
ERK-1,2 inducida por BDNF es independiente de la PI3K, y por tanto, estas proteínas pueden 
proporcionan una vía alternativa para llegar a la GSK3. 
Nuestros resultados están de acuerdo con los estudios realizados en neuronas corticales 
han puesto de manifiesto que el BDNF puede poner en marcha la ruta de las ERK para seguir 
protegiendo frente a la retirada de factores tróficos, cuando la PI3K está inactivada (Hetman 
y cols., 2002). En este mismo modelo neuronal, se ha propuesto un mecanismo mediante el 
cuál, las ERK modularían de manera inhibidora la actividad GSK-3, a través de la formación 
de complejos entre ambas proteínas, más que a través de la fosforilación en serina (Hetman y 
Gozdz, 2004 Habas, 2006, 335). Por tanto, no se puede descartar que un mecanismo similar 
esté operando en nuestro modelo de neuronas granulares. Además, el hecho de que aumenten 
los niveles basales de fosforilación de la GSK3 siempre que se inhiben las ERK con el U-0126, 
indica que en neuronas granulares existe un mecanismo de cross-talk muy importante entre 
ERK y GSK3. Esta versatilidad que parece presentar el BDNF para emplear una determinada 
ruta de señalización u otra dependiendo del tipo de estímulo apoptótico o de estrés, ya se había 
descrito en neuronas corticales. En este sentido, cuando todas las vías están funcionales, el 
BDNF elige la ruta PI3K/Akt para hacer frente a la retirada de factores tróficos, y utiliza las 
ERK para proteger frente a los agentes que dañan el DNA (Hetman y cols., 1999).
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Otro aspecto importante de la señalización del BDNF descrito en este trabajo es su 
dependencia de la PKC, que la sitúa como etapa anterior a las MAPK y la GSK3. Esto está 
de acuerdo con lo descrito en neuronas granulares y corticales, en las que la activación de los 
receptores TrkB induce la fosforilación de la PLC y la consiguiente activación de la PKC, que 
a través de Raf llega a las MAPK, según el esquema que se presenta en la figura X. Esta ruta 
ya se sabe que participa en la supervivencia inducida por el BDNF en las neuronas granulares 
frente a la retirada de suero (Zirrgiebel y cols., 1995). 
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Figura 3.- Esquema resumen de la interacción del P2X7 con los receptores de BDNF y NMDA. El receptor 
P2X7 comparte con el receptor de NMDA la vía mediada por PKC hacia la fosforilación de GSK3, pudiendo llegar 
el receptor de NMDA, además, a esta quinasa por una vía dependiente de PI3K/Akt. El receptor de BDNF posee 
igualmente un punto de inicio común en PKC en su señalización, fosforilando por un lado a la GSK3 vía PI3K/Akt, 
mientras que por otro fosforila y activa a las ERK-1/2 que intervienen de forma crucial en la supervivencia.
La dependencia de las proteínas ERK1/2 en el efecto protector del BDNF explica 
que la potenciación entre el BzATP y BDNF se pueda observar también a concentraciones 
máximas para ambos factores, ya que ambos estarían disparando diferentes vías de señalización 
intracelulares, que los llevarían a actuar sobre distintas dianas para frenar la activación de la 
maquinaria apoptótica. Para el BDNF se ha descrito que puede actuar aumentando la expresión 
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de genes anti-apoptóticos de la familia bcl-2, o activando factores de transcripción como NFkB 
y CREB, de una manera dependiente de las MAPK (Jiang y cols., 2003b). Para el BzATP, una 
de las dianas podría ser la proteína pro-apoptótica Bax, que se ha descrito anteriormente, que 
puede ser fosforilada por la GSK3 en neuronas granulares (Linseman y cols., 2004).
Por último, es importante destacar que en neuronas granulares de cerebelo está bien 
descrito y caracterizado un mecanismo de reforzamiento de la neuroprotección en el que 
cooperan NMDA y BDNF, denominado “loop autocrino de BDNF” (Jiang y cols., 2003b). 
Muchas de las acciones protectoras del NMDA, así como su señalización hacia PI3K/Akt y 
ERK-1,2, dependen parcialmente de la activación de los receptores TrkB de BDNF (Zhu y 
cols., 2005; Bazan-Peregrino y cols., 2007). Se ha descrito que el NMDA induce la liberación 
de BDNF de las neuronas granulares, y es el BDNF al actuar sobre sus receptores TrkB en las 
mismas neuronas granulares, el que despliega toda su señalización hacia Akt y ERK, originando 
las acciones neuroprotectoras (Marini y cols., 1998). Se ha demostrado a tiempos más largos 
de estimulación con el NMDA, la inducción y activación del factor de transcripción NFκB, que 
sería responsable del aumento de la expresión del mRNA de BDNF y la síntesis de BDNF. Esto 
no quiere decir que el NMDA no tenga acciones propias, sino que además de éstas, se producen 
otras que están mediadas directamente por el BDNF (Zhu y cols., 2002; Marini y cols., 2004; 
Zhu y cols., 2005). 
A este respecto hay que señalar que en las condiciones en las que se han desarrollado 
nuestros experimentos de viabilidad, no se favorecen efectos que sean debidos a la liberación de 
ciertos factores. De acuerdo con esto, los efectos protectores del BzATP no se veían afectados 
por la inhibición del receptor TrkB, y además se reproducían en cultivos de menor densidad 
(datos no mostrados). Estos datos nos permiten afirmar que los efectos protectores de estos tres 
factores, BzATP, NMDA y BDNF, se deben a que están actuando de manera específica sobre 
sus receptores y que están mediando acciones propias. Si bien no se puede descartar, que en 
condiciones más fisiológicas, o más “in vivo”, pueda tener lugar además el loop autocrino de 
NMDA-BDNF, en el que el BzATP podría intervenir o reforzar de alguna manera su actuación 
neuroprotectora. De acuerdo con esta posibilidad, en estudios previos realizados por nuestro 
grupo ya se había visto que el BzATP era capaz de inducir la liberación de glutamato en neuronas 
granulares (Leon y cols., 2008). El hecho de que el BzATP participe o no en este mecanismo 
con el BDNF está todavía por investigar y podría dar una nueva dimensión a las acciones 
protectoras de los nucleótidos. 
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2.- SEÑALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE NUCLEÓTIDOS 
ACOPLADA   A   LAS PROTEÍNAS  ERK/1,2 EN NEURONAS 
GRANULARES DE CEREBELO.
Las proteínas ERK1 y ERK2, también conocidas como p44MAPK y p42MAPK, 
pertenecen a la familia de las MAPK (mitogen activated protein kinase), y están reguladas por 
fosforilaciónes activadoras en treonina y tirosina, mientras que su inhibición se produce como 
consecuencia de la actividad de fosfatasas de las MAP quinasas (MKPs). La activación de estas 
quinasas la lleva a cabo la MAP quinasa quinasa 1/2 (MKK 1/2) que a su vez está activada por 
quinasas de la familia de Raf. La actividad de las ERK también depende de otros elementos como 
el AMPc, el calcio o la actividad de la PI3K. Estas quinasas intervienen en numerosos procesos 
relacionados con la proliferación y diferenciación celular, plasticidad neuronal, transformación 
neoplásica y supervivencia (Hetman y Gozdz, 2004) (Hetman y Xia, 2000) (Pearson y cols., 
2001) (Adams y Sweatt, 2002).
En la presente Tesis Doctoral, se describe el acoplamiento de la señalización mediada 
tanto por el receptor de nucleótidos metabotropico P2Y13, como por el receptor ionotrópico 
P2X7, a la fosforilación y activación de las proteínas ERK1/2. El receptor P2Y13 activa, entonces, 
dos vías de señalización paralelas e independientes en neuronas granulares, cuyo punto inicial 
común es la PI3K, activando por un lado a las ERK1/2 e inactivando, de forma dependiente de 
Akt, a la GSK3. En el caso del receptor P2X7, las proteínas ERK y GSK3 siguen igualmente 
señalizaciones independientes, inactivando a la GSK3 vía PKC y activando a las ERK por 
medio de una vía de señalización dependiente de CaMKII. 
La señalización activada por los receptores de nucleótidos asociada a las proteínas 
ERK1/2 está ampliamente documentada en la bibliografía, tanto para receptores P2Y como 
P2X. Como ejemplo, los receptores P2Y2, activados por UTP en células C6 de glioma, inducen 
la proliferación por activación de las ERK vía Ras/Raf (Tu y cols., 2000). En el mismo modelo 
celular, el receptor P2Y12 activa, vía Gi y por una señalización dependiente de RhoA/PKC, a las 
proteínas ERK (Van Kolen y cols., 2006) (Van Kolen y Slegers, 2006). En las células HUVEC, 
el receptor P2Y1, induce la migración de estas células en cultivo, a través de la fosforilación y 
activación de las ERK, JNK y p38, que a su vez, fosforilan a los factores de transcripción c-jun 
y factor de transcripción-2 (Shen y DiCorleto, 2008). Este mismo receptor es el responsable 
de la proliferación en fibroblastos, mediada por una activación paralela e independiente de las 
vías de la PI3K/Akt y de las ERK (Gerasimovskaya y cols., 2005), de forma semejante a la 
activación mediada por el P2Y13 en las neuronas granulares de cerebelo. Por último, los P2Y 
colaboran también en las señales de supervivencia a través de la activación de las ERK, como 
se observa en la atenuación de la apoptosis inducida por el TNFα por medio de la activación 
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de estas proteínas mediada por el receptor P2Y12 en astrocitos (Mamedova y cols., 2006), así 
como en la transactivación mediada por los receptores P2Y2 y P2Y4 del receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR), lo que lleva a la fosforilación de las ERK en las células 
cromafines bovinas (Luke y Hexum, 2008). 
Con respecto al receptor P2Y13, su acoplamiento a la activación de las ERK ha sido 
descrito previamente en astrocitos de cerebelo, aunque en este caso dependía de las src-tirosina 
quinasas (Carrasquero y cols., 2005; Carrasquero L. M. G., 2006). En las células dendríticas, un 
receptor de ADP todavía no identificado, probablemente P2Y12 o P2Y13, está asociado igualmente 
a la fosforilación de estas quinasas (Marteau y cols., 2004). Por su parte, los receptores P2X1 
activan a la proteínas ERK1/2 en las plaquetas por medio de una vía dependiente de calcio 
y de PKC (Oury y cols., 2002), mientras que el receptor P2X2 las activa en células PC12 a 
través de una vía de señalización dependiente de calcio y de Pyk2 (Swanson y cols., 1998). Por 
último, los receptores heteroméricos P2X2/3 colaboran en las fases iniciales de la inducción 
del dolor crónico en la médula espinal a través de la activación de estas quinasas (Nakagawa 
y cols., 2008). En cuanto al receptor P2X7 también existen numerosas referencias, como es el 
caso de las células de astrocitoma humano, donde el P2X7 fosforila y activa las ERK por un 
mecanismo dependiente de calcio, Pyk2/cSrc, PI3K y PKCγ (Gendron y cols., 2003). Asimismo, 
en astrocitos, el P2X7 activa ERK y p38 aumentando la expresión de la proteína quimiotáctica 
de monocitos 1, MCP1 y mediando respuestas inflamatorias (Panenka y cols., 2001), en células 
Jurkat media un efecto proliferativo a través de varías vías entre las que se incluyen las ERK1/2 
(Budagian y cols., 2003), que se ha visto que se activan de forma independiente de calcio 
y dependiente del extremo N-terminal del receptor (Amstrup y Novak, 2003). En nuestro 
modelo, el receptor P2X7, por su parte, activaría las ERK a través de una vía de señalización 
dependiente de calcio y de la CaMKII, cuya implicación en la señalización mediada por este 
receptor en neuronas granulares de cerebelo ya había sido demostrado en trabajos anteriores 
de este grupo (Leon y cols., 2006; Leon y cols., 2008). En cuanto a la CaMKII, está acoplada 
a la fosforilación y activación de las MEK/ERK en células de adenocarcinoma de cólon, lo 
que induce su proliferación (Li y cols., 2009). Igualmente interacciona con Raf, modulando la 
activación de las ERK mediada por integrinas en líneas celulares de hepatoma Hep3B y TADZ 
de tiroides (Illario y cols., 2003), y también está implicada en la regulación de los efectos 
mediados por las ERK en la señalización intracelular dopaminérgica  y serotoninérgica en 
neuronas (Browning y cols., 2005).
La activación de las proteínas ERK1/2 parece tener un papel dual en las respuestas 
fisiológicas derivadas de su señalización intracelular, en lo que a supervivencia se refiere. Por 
una parte son muchos las investigaciones que apoyan las los importantes efectos antiapoptóticos 
mediados por estas quinasas, frente a la deprivación de factores tróficos, como es el caso de 
diversos factores, como el NGF, BDNF, AMPc, PACAP y forskolina, en distintos modelos 
neuronales (Xia y cols., 1995) (Meyer-Franke y cols., 1998) (Nakazawa y cols., 2002) (Bonni 
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y cols., 1999). En este mismo sentido, existen numerosos trabajos que indican que las ERK 
juegan un papel mucho más importante en la protección de las neuronas frente a elementos 
generadores de daño, como por ejemplo daño a nivel del DNA inducido por drogas como la 
camptotecina o la cisplatina, frente al cuál las ERK1/2 estarían mediando la protección ejercida 
por el BDNF en neuronas corticales (Hetman y cols., 1999) (Gozdz y cols., 2003). Las ERK1/2 
también parecen tener un papel principal en el incremento de la supervivencia neuronal frente 
a modelos de hipoxia o isquemia, siendo las proteínas responsables de los efectos protectores 
mediados por el BDNF frente a al daño cerebral isquémico/hipóxico en ratas de 7 días de vida 
(Han y Holtzman, 2000). 
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Figura 4.- Esquema resumen de la señalización mediada por nucleótidos hacia las ERK-1/2 en neuronas 
granulares de cerebelo. Tanto el receptor P2X7 como el receptor P2Y13 inducen la fosforilación y activación de 
las ERK-1/2. El primero por una vía dependiente de CaMKII mientras que el segundo por una vía dependiente 
de PI3K. La activación de las ERK-1/2 protege a las neuronas granulares frente a la excitotoxicidad mediada por 
glutamato. Esta protección esta enteramente mediada por las ERK-1/2 en el caso del P2Y13, mientras que para el 
P2X7 para estar involucrada una segunda vía, probablemente mediada por la GSK3.
Esto está de acuerdo con numerosos trabajos que relacionan a las ERK1/2 como las 
principales quinasas implicadas en la neuroprotección frente a la excitotoxicidad generada 
por glutamato, inducida por los estrógenos en neuronas corticales (Singer y cols., 1999), o 
por nicotina en neuronas hipocampales (Ferchmin y cols., 2003). En nuestro trabajo se ha 
demostrado que las ERK1/2 son las responsables de los efectos protectores mediados por la 
activación de los receptores de nucleótidos, P2Y13 y P2X7, frente a la excitotoxicidad por 
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glutamato en neuronas granulares de cerebelo. Estos receptores rescataron a las células de la 
apoptosis y previnieron el incremento de los niveles del fragmento activo de caspasa-3 inducidos 
por dosis tóxicas de glutamato. Estos efectos protectores fueron totalmente dependientes de la 
actividad de las ERK1/2 en el caso del receptor P2Y13. De manera similar se ha observado para 
los receptores de AMPA, que también protegen a las neuronas granulares de cerebelo de la 
excitotoxicidad mediada por glutamato por medio de la activación de la PI3K/Akt y las ERK, 
lo que resulta en el aumento de la expresión y liberación del BDNF, encargado de llevar a cabo 
los verdaderos efectos neuroprotectores (Wu y cols., 2004). En el caso del receptor P2X7, en su 
efecto protector estaría implicada, además de las ERK1/2, otra vía, probablemente dependiente 
de la GSK3. De acuerdo con esto, se han descrito efectos neuroprotectores del litio frente a la 
excitotoxicidad mediada por glutamato en cultivos de neuronas granulares, y que solo fueron 
en parte explicados por su efecto inhibidor sobre la señalización mediada por los receptores de 
NMDA (Chen y cols., 2003). En otros trabajos, en cambio, la neuroprotección del litio frente 
al glutamato estuvo claramente asociada con la activación del eje PI3K/Akt, lo que también 
indujo la fosforilación e inhibición de la GSK3 (Chalecka-Franaszek y Chuang, 1999).
En la otra cara de la moneda, la activación permanente y persistente de las ERK1/2 
inducida por determinados estímulos, como las bajas concentraciones de potasio en los cultivos 
de neuronas granulares de cerebelo, parece mediar la muerte neuronal por daño en la membrana 
plasmática y por condensación nuclear derivada de la translocación de las ERK al núcleo 
(Subramaniam y cols., 2004). El mismo tipo de muerte celular es inducida por las especies 
reactivas de oxígeno en astrocitos (Shinozaki y cols., 2006). La apoptosis en estos casos fue 
prevenida por la actuación de diversos factores tróficos como el factor GDF-15, o el IGF-I 
en neuronas granulares (Subramaniam y cols., 2003) (Subramaniam y cols., 2005), o por la 
activación del receptor P2Y1 en el caso de los astrocitos (Shinozaki y cols., 2006; Fujita y cols., 
2009). Todos estos factores protectores indujeron la activación temprana y transitoria de las 
ERK inhibiendo la fosforilación permanente.
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3. SIGNIFICADO FISIOLÓGICO DE LA SEÑALIZACIÓN DE LOS 
RECEPTORES DE NUCLEÓTIDOS P2Y13 Y P2X7 EN LAS NEURONAS 
GRANULARES DE CEREBELO. 
Los resultados presentados a lo largo de esta Tesis Doctoral van en el sentido de que 
los receptores de nucleótidos comparten señalización con los factores tróficos para promover 
la supervivencia celular en neuronas granulares de cerebelo, por medio de su acoplamiento 
a la inhibición de la GSK3 y a la activación de las proteínas ERK, disparando mecanismos 
neuroprotectores frente a distintos tipos de estímulos apoptóticos. Por lo tanto, los nucleótidos 
poseen la habilidad de contrarrestar las consecuencias tóxicas para las neuronas derivadas de la 
activación de la GSK3, para mantener la supervivencia en condiciones en las que principales 
rutas de supervivencia no están disponibles, como ocurre por ejemplo en condiciones de 
deprivación de los factores tróficos. A su vez, pueden constituir un importante refuerzo de las 
señalizaciones mediadas por estos factores neurotróficos, potenciando sus efectos beneficiosos 
para las neuronas en contra de la apoptosis.
Con respecto al papel de los nucleótidos en la muerte celular y la supervivencia, se han 
descrito tanto acciones protectoras como perjudiciales a nivel del sistema Nervioso Central 
(Volonte y cols., 2003) (Sperlagh y cols., 2006). De hecho, los nucleótidos han sido propuestos 
como sensores de daño, con funciones duales, liberándose para preparar al tejido y activar 
funciones fisiológicas normales o protectoras y de supervivencia contra el daño. Esto se ha 
descrito, por ejemplo para el receptor P2X4 en la recuperación del fallo isquémico cardíaco 
en ratones (Sonin y cols., 2008). De la misma manera, el P2X7 estimula los astrocitos para 
incrementar la producción de factores tróficos, e interviene en la respuesta al daño cerebral 
incrementando la supervivencia (Silberstein y cols., 1996) (Hung y cols., 2005), al igual que 
participa en la recuperación frente a la isquemia cerebral en rata (Yanagisawa y cols., 2008). En 
este mismo sentido, la activación de la PI3K/Akt por receptores P2Y1 parece tener un carácter 
antiapoptótico frente a la generación de daño tisular en el tejido nervioso (Franke H, 2008).
Asimismo, muchas de las funciones protectoras de los receptores de nucleótidos tienen 
que ver con su cooperación con factores tróficos, sobre todo para los receptores P2Y, bien por 
interacción a nivel de las vías de señalización, como a través de mecanismos de transactivación. 
Como por ejemplo lo descrito para el receptor P2Y2, que potencia el efecto en la diferenciación 
neuronal, el crecimiento de neuritas y la supervivencia, mediados por el factor de crecimiento 
NGF a través de la vía de señalización mediada por TrkA/ERK1/2/Akt en células PC12 y 
neuronas DRG (Arthur y cols., 2006b) (Arthur y cols., 2005). Igualmente el receptor P2Y1 
potencia la proliferación mediada por los factores de crecimiento que resulta vital en la 
neurogénesis adulta y embrionaria (Mishra y cols., 2006) (Moore y cols., 2002). En cambio, no 
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existen muchos ejemplos de efectos potenciadores para los receptores P2X, siendo lo descrito 
en esta Tesis una novedad para el P2X7. Si bien sí se han descrito interacciones entre distintos 
receptores ionotrópicos. 
Sin embargo, y en la otra cara de la señalización mediante nucleótidos, una estimulación 
continuada e intensa tras el daño celular puede producir la amplificación del daño y la 
toxicidad, como se observa en el incremento de daño e inflamación mediada por el P2X7 
en los oligodendrocitos de la materia blanca (Choi y cols., 2007) (Matute, 2008). Otro buen 
ejemplo de esta dualidad lo encontramos en las células ganglionares sanas de retina, donde 
en condiciones normales el P2X7 está implicado en las funciones visuales normales siendo su 
contribución beneficiosa, mientras que en situaciones desequilibradas donde los niveles de ATP 
extracelulares son muy elevados, como en el caso del glaucoma,  la estimulación continuada del 
P2X7 puede dañar las células ganglionares (Mitchell y cols., 2008).
Un buen punto de partida para profundizar de los mecanismos disparados por los 
receptores P2Y13 y P2X7 en las neuronas granulares lo tenemos en los resultados obtenidos 
de los estudios de microarrays. Los estudios llevados a cabo sobre los diferentes procesos 
biológicos o moleculares asociados a grupos de genes en las neuronas granulares de cerebelo 
parecen confirmar la tendencia expresada a lo largo de toda esta Tesis Doctoral sobre la 
predisposición de la señalización mediada por nucleótidos a la activación de elementos 
mediadores de supervivencia para la célula.  En ellos se ve que existe una coincidencia en 
las funciones activadas por ambos receptores nucleotídicos, en el sentido que los grupos de 
genes que se encuentran sobreexpresados de manera más significativa están relacionados con la 
supervivencia, y procesos de reparación y regeneración, concretamente procesos relacionados 
con la respuesta al daño del DNA, a la radiación, a la interacción con los factores tróficos, etc. La 
ingente cantidad de información generada tras los estudios de expresión mediante microarrays 
necesita ser estudiada en profundidad. Serán necesarios experimentos que confirmen la dirección 
y el significado de los procesos controlados por los nucleótidos de un modo más directo. 
La conclusión general es que la señalización activada por los nucleótidos en las neuronas 
granulares de cerebelo puede constituir un elemento de defensa muy importante para la célula 
frente situaciones de estrés o que comprometan su supervivencia. La señalización mediada 
por nucleótidos en situaciones patológicas o enfermedades neurodegenerativas y su posible 
actuación como receptores diana para restaurar la situación fisiológica, es una posibilidad de la 
que queda constancia en esta tesis, al demostrar el control que ejercen los receptores P2Y13 y 
P2X7 sobre la GSK3 y las ERK en las neuronas granulares de cerebelo.
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1.- Las neuronas granulares de cerebelo expresan receptores nucleotídicos P2Y y P2X, 
de entre los que destacan especialmente los receptores purinérgicos P2Y13 y P2X7.
2.- La señalización de los receptores P2Y13 y P2X7 está acoplada a las proteínas GSK3 
y ERK1/2 en neuronas granulares de cerebelo.
 - El receptor P2Y13, y no el receptor P2Y1 o P2Y12, fosforila e inhibe la GSK3 a través 
de una vía dependiente de PI3K/Akt, permitiendo la estabilización y translocación al núcleo del 
regulador transcripcional β-catenina, implicada en procesos de supervivencia y diferenciación. 
- El receptor P2X7 fosforila e inhibe a la proteína GSK3 a través de una vía dependiente 
de PKC, siendo éste el mecanismo responsable mediante el cuál el receptor P2X7 protege frente 
a la muerte provocada por la inhibición farmacológica de la PI3K. 
-Ambos receptores nucleotídicos están acoplados a la fosforilación y activación las 
ERK1/2 empleando vías diferentes, el P2Y13 a través de la PI3K y el P2X7, vía CaMKII. La 
señalización hacia ERK1/2 media el efecto neuroprotector observado tras la activación  de los 
receptores P2Y13 y P2X7 frente a la excitotoxicidad  activada por glutamato. 
3.- El receptor P2X7 media un efecto sinérgico con los receptores de BDNF y de NMDA, 
en la supervivencia neuronal frente a la apoptosis inducida por la inhibición de la PI3K. La 
interacción entre los receptores P2X7 y NMDA se produce a nivel de la señalización de calcio 
y de la fosforilación de la GSK3. 
4.- La señalización mediada por los receptores P2Y13  y  P2X7 produce, en último 
término, el incremento de la expresión de determinados genes o grupos génicos que están 
implicados en la respuesta frente a ciertos estímulos perjudiciales para las neuronas, así como 
en la diferenciación y viabilidad neuronal.
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1.- Cerebellar granule neurons express P2Y and P2X purinergic receptors, among them 
P2Y13 and P2X7 are specially relevant.
2.- P2Y13 and P2X7 mediated signalling is coupled to GSK3 and ERK1/2 in cerebellar 
granule neurons.
- P2Y13 receptor, not P2Y1 or P2Y12 receptors, phosphorylates and inhibits the catalytic 
activity of the GSK3, through a PI3K/Akt dependent pathway, allowing the transcriptional 
regulator, β-catenin, to get stabilized and to be translocated inside the nucleus. β-catenin activity 
is involved in survival and differentiation.
- P2X7 receptor phosphorylates and inhibits the GSK3 catalytic activity, through a PKC 
dependent pathway. This is the mechanism involved in the P2X7 mediated neuroprotection 
against the apoptosis induced by PI3K pharmacological inhibition.
- Both nucleotidic receptors are coupled to the phosphorylation and activation of 
ERK1/2 through two different pathways, P2Y13 through PI3K and P2X7 through CaMKII. The 
ERK1/2 dependent pathway mediates the neuroprotective effect activated by the P2Y13 and 
P2X7, against the glutamate-induced excitotoxicity.
3.-P2X7 shows a synergistic effect with BDNF and NMDA receptors in  the 
neuroprotection against apoptosis induced by PI3K pharmacological inhibition. The interaction 
between P2X7 and NMDA receptors occurs at calcium and GSK3 signalling levels.
4.- P2X7 and P2Y13 receptors mediated signalling increase the transcription of certain 
genes or genetic groups which are involved in the response against several proapoptotic 
stimuli in the cerebellar granule neurons as well as in the differentiation and neuronal survival 
processes.
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